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Abréviations 
 
AAA  ATPases associated with diverse cellular activities 
ADN  Acide désoxyribonucléique 
ADP  Adénosine diphosphate 
ADPRT  ADP ribosyl-transférase 
AHL  N-acyl L homosérine lactones  
AMPc  Adénosine monophosphate cyclique 
ARN  Acide ribonucléique 
ARNm  Acide ribonucléique messager 
ATP  Adénosine triphosphate 
Bla  β-lactamase 
BSA  Albumine de sérum bovin 
CAT Chloramphenicol acetyl transferase 
CCCP  Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone 
CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
CHO  Cellules d’ovaire de hamster 
DDM  n-dodecyl -D-maltoside 
D.O.600nm  Densité optique à 600nm 
DTT  dithiothréitol 
EDTA  Ethylene diamine tetra-acetic acid 
EGTA  Ethylene glycol tetra-acetic acid 
EHEC Escherichia coli entérohémorragique 
EPEC  Escherichia coli entéropathogénique 
GAP  Protéine activant  les GTPases 
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GTP Guanosine triphosphate 
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HUVEC  Human umbilical vein endothelial cell 
IMAC  Immobilized metal affinity chromatography 
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LB  Luria Bertani 
LC-MS/MS Liquid chromatography - tandem mass spectrometry 
LDH  Lactate déshydrogénase 
LPS  Lipopolysaccharide 
MBP  Maltose binding protein 
MOI Multiplicity of infection 
NADH  Nicotinamide adenine dinucleotide hydrogenated 
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PCR Polymerase chain reaction 
PFA  Paraformaldéhyde 
p.i.  post infection 
PIA  Pseudomonas isolation agar 
PVDF  Polyvinylidene difluoride 
RBS  Ribosome binding site 
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spp. species 
Tm Temperature of melting 
TPR  tetratricopeptide repeats 
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2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol 
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De nos jours, l’apparition de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, en 
particulier de pathogènes humains, est un véritable problème de santé publique. Ce 
phénomène est d’autant plus préoccupant qu’il s’amplifie rapidement, notamment dans les 
pays développés.  
Outre les campagnes de sensibilisation pour une utilisation raisonnée des 
antibiotiques, différents moyens de lutte contre ce phénomène de multi-résistance sont 
envisagés. La compréhension des mécanismes de la pathogénicité, tant au niveau de la 
bactérie que de la réponse des cellules infectées, est indispensable au développement de 
nouvelles approches thérapeutiques. Ainsi, l’étude des facteurs de virulence bactériens peut 
permettre l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques et la mise au point de nouveaux 
médicaments.  
Les bactéries pathogènes possèdent de nombreux facteurs de virulence qui leur 
permettent d’infecter et de coloniser leur hôte. Parmi ces facteurs de virulence, le système de 
sécrétion de type III (SST3) permet aux bactéries Gram négatives d’injecter des effecteurs 
(toxines) directement dans la cellule hôte afin de pirater des fonctions cellulaires cruciales.  
Le SST3 est composé d’une vingtaine de protéines, assemblées en une sorte de 
seringue qui traverse les deux membranes bactériennes et la membrane de la cellule cible. 
Cette structure, semblable au flagelle bactérien, est conservée dans de nombreux pathogènes 
classés comme agents du bioterrorisme par le « Center for Disease Control and Prevention ». 
C’est le cas chez Yersinia pestis, l’agent responsable de la peste, Burkholderia pseudomallei 
causant la melioïdose, Chlamydia psittaci à l’origine de la psittacose, Vibrio cholerae 
responsable du cholera, et les espèces de Salmonella et Shigella qui présentent des risques au 
niveau de la sécurité alimentaire, …   
D’autres pathogènes, qui possèdent un SST3 similaire, peuvent provoquer de graves 
infections chez l’Homme telles que des infections respiratoires, des diarrhées, … Le 
pathogène opportuniste Pseudomonas aeruginosa est en France le
 
troisième microorganisme 
responsable d’infections nosocomiales. Il est particulièrement dangereux pour les personnes 
immunodéprimées ou atteintes de mucoviscidose mais aussi dans les hôpitaux pour les 
patients en réanimation sous ventilation assistée. Par contre, il présente peu de risque pour les 
personnes en bonne santé. La présence d’un SST3 actif chez ce microoganisme est 
directement corrélée avec une plus forte mortalité des personnes infectées. C’est pourquoi 
l’étude de ce mécanisme de pathogénicité est très importante. 
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Les objectifs de mon projet de thèse étaient de caractériser le rôle de deux protéines du 
SST3 de P. aeruginosa, afin de mieux comprendre l’implication des différents composants 
dans le fonctionnement de cette machinerie. 
 
- La première protéine à laquelle je me suis intéressée est  l’ATPase PscN. Cette 
protéine est indispensable au fonctionnement du SST3, mais son action exacte est 
encore méconnue. Les protéines sécrétées par le SST3 sont associées à des 
chaperonnes dans le cytosol de la bactérie. Puis, elles seraient exportées seules à 
travers l’aiguille de sécrétion, dans un état déplié ou semi-déplié car le tunnel interne 
de l’aiguille est trop étroit pour permettre le passage des protéines repliées. L’ATPase 
pourrait donc apporter l’énergie nécessaire à la dissociation des protéines sécrétées de 
leurs chaperonnes, à leur dépliement avant leur sécrétion, et/ou à la sécrétion per se. 
La dissociation d’un complexe chaperonne-toxine ainsi que le dépliement d’une toxine 
ont pu être observés sous l’action de certaines ATPases de SST3 bactériens. 
Cependant, les chaperonnes et effecteurs sont spécifiques à chaque SST3, et aucune 
donnée n’est connue quant à l’action de l’ATPase sur des substrats du SST3 autres que 
les toxines. Un autre rôle hypothétique de l’ATPase est son implication dans la 
spécificité et la hiérarchie de sécrétion.  
Le but était de caractériser l’activité de l’ATPase PscN de P. aeruginosa et de 
rechercher son rôle dans la sécrétion des substrats du SST3 autres que les toxines. Les 
effets de mutations de l’ATPase PscN sur l’activité du SST3 de P. aeruginosa ont été 
mesurés in vivo. Un protocole de purification de l’ATPase a également été mis au 
point afin de caractériser la protéine in vitro d’un point de vue enzymatique et 
biochimique pour tester son activité sur différents complexes substrats du SST3-
chaperonnes. 
 
-  La seconde protéine étudiée durant la thèse est la protéine ExsB. Considérée comme 
non exprimée par plusieurs auteurs, elle présente pourtant une similarité de séquence 
d’acides aminés avec la protéine pilote (ou pilotine) YscW de Yersinia spp.. Cette 
pilotine a un rôle important dans la mise en place du SST3 puisqu’elle est impliquée 
dans la localisation et l’oligomérisation du composant de la membrane externe du 
système. Les pilotines sont une classe de petites protéines présentes également dans 
des systèmes de sécrétion autres que le SST3, tels que le système de sécrétion de type 
II ou le pili de type IV, et qui participent toujours à l’assemblage des sécrétines, qui 
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sont les composants de la membrane externe de ces machineries. Par contre, les 
structures des pilotines sont très peu conservées et les activités des pilotines vis-à-vis 
des sécrétines sont très diverses. De façon intéressante, le gène codant pour ExsB est 
localisé au sein de l’opéron de régulation du SST3, suggérant un rôle dans la 
régulation de ce système. Ainsi, ExsB de P. aeruginosa pourrait avoir un rôle de 
pilotine pour la sécrétine PscC, comme son homologue chez Yersinia spp. ou bien elle 
pourrait être impliquée dans la régulation du SST3.  
L’objectif du travail était donc de caractériser cette protéine ExsB et déterminer son 
rôle dans le SST3 de P. aeruginosa.  Pour cela, après avoir vérifié que la protéine 
ExsB est bien exprimée lorsque le SST3 est induit dans plusieurs souches de P. 
aeruginosa, la localisation de la protéine sauvage a été étudiée. Puis, afin de 
déterminer son rôle et son implication dans le SST3, un mutant délété du gène exsB a 
été construit et son phénotype étudié : virulence de la souche bactérienne, activation et 
activité du SST3, mais aussi localisation, stabilité et oligomérisation de la sécrétine 




Dans ce manuscrit, après une présentation des données bibliographiques permettant de 
préciser le contexte de l’étude et les hypothèses de travail, les matériels et méthodes, utilisés 
dans le but d’étudier les deux protéines ExsB et PscN, seront décrits. Les démarches 
expérimentales suivies et les résultats obtenus sur la caractérisation de ces deux protéines 
seront ensuite présentés. Nous verrons en conclusion que ces travaux ont contribué à 
améliorer la compréhension de l’assemblage et du fonctionnement du SST3 et ouvrent des 
perpectives interessantes pour une approche thérapeutique nouvelle. 
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Dans ce chapitre, nous rappellerons l’état des connaissances sur Pseudomonas 
aeruginosa et plus particulièrement ses facteurs de virulence. Le ciblage de ces facteurs 
pourrait permettre d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-infectieuses. Dans 
cette perspective, il est indispensable de bien décrire et comprendre le Système de Sécrétion 
de Type III (SST3) de la bactérie. Nous ferons un point particulier sur les caractéristiques de 
l’ATPase du SST3 avant de présenter la protéine ExsB et son rôle potentiel dans le SST3 de 
Pseudomonas aeruginosa. 
I. Pseudomonas aeruginosa 
A. Description générale  
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie à Gram négatif découverte dans des 
infections humaines en 1862 par Luke. Elle a ensuite été isolée par Carle Gessard en 1882, 
qui lui a donné le nom de bacille pyocyanique du fait de sa morphologie (bâtonnets) et de sa 
capacité à produire des pigments de couleur bleue-verte (la pyocyanine et la pyoverdine) 




Figure 1 : Morphologie et mobilité de P. aeruginosa 
a) Cliché de microscopie électronique de P. aeruginosa d’après (Deligianni et al. 2010) 
b) Photographie de boites de pétri montrant les différents types de mobilité de P. aeruginosa 
sauvage (noté WT), d’après (Rashid et al. 2000) 
Swimming (0,3% agar) Swarming (0,5% agar) Twitching (0,3% agar) 
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Comme illustré par ce cliché de microscopie (Figure 1), cette bactérie est un bacille d’environ 
1 µm de long. Elle est mobile à la fois en milieu liquide, grâce à son unique flagelle polaire 
qui lui permet de nager (swimming), et en milieu solide, grâce aux pili qui lui permettent de 
se déplacer par glissement (twitching). Elle peut également se déplacer dans des milieux 
semi-solides par « swarming » grâce au flagelle. 
P. aeruginosa possède un génome de 6,3 millions de paires de bases, bien plus 
important que les 4,6 millions de paires de bases de la bactérie Escherichia coli. Ses quelques 
5570 séquences codantes lui confèrent une grande complexité génétique, proche d’organismes 
eucaryotes unicellulaires tels que la levure Saccharomyces cerevisiae, qui code pour 6200 
protéines. Cela lui permet d’exprimer de nombreux systèmes protéiques pour capter, 
transporter et métaboliser des nutriments, permettant notamment le développement sur des 
substrats autres que le sucre. Peuvent aussi être cités des systèmes de chélation du fer, 
utilisant des sidérophores, des complexes macromoléculaires membranaires permettant 
l’export d’enzymes telles que des toxines, des lipases ou des protéases, des pompes à efflux 
conduisant à la résistance de la bactérie à certains antibiotiques. Enfin, 8% de son génome est 
consacré à la régulation fine de l’expression de ces systèmes, via des senseurs 
environnementaux et des protéines régulatrices. Finalement, cette grande complexité 
génétique, associée à une fréquence de mutations assez élevée permet à la bactérie de se 
développer et de s’adapter à des niches écologiques variées (Stover et al. 2000). Le taux de 
mutations est également connu pour augmenter lorsque la bactérie se développe dans des 
conditions de stress, par exemple en présence d’antibiotiques (Alonso et al. 1999 ; Martinez et 
al. 2000). 
 
D’un point de vue métabolique, P. aeruginosa est donc très versatile. Sa température optimale 
de croissance est de 37°C mais elle peut se développer entre 25 et 42°C (Tsuji et al. 1982). La 
gamme de pH dans laquelle elle peut se développer est comprise entre 6 et 9 (Rahman et al. 
2005). Elle peut métaboliser plus de 50 composés organiques mais également des composés 
inorganiques (Vasil 1986). En outre, cette bactérie est aérobie mais est capable de s’adapter à 
des conditions anaérobie. Lors de la respiration, elle utilise préférentiellement l’oxygène 
comme accepteur d’électrons, mais dans des environnements dépourvus d’oxygène elle utilise 
les nitrates (Vasil 1986).   
Cette grande flexibilité métabolique permet à la bactérie de s’adapter et de se développer dans 
des conditions environnementales très diverses. Elle a en effet été détectée dans des 
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échantillons provenant de niches écologiques variées, telles que les sols et la rhizosphère, 
l’eau (eaux usées, océans, piscines), les canalisations, les plantes … (Remold et al. 2011 ; 
Green et al. 1974 ; Berg et al. 2005 ; Cho et al. 2000 ; Regnath et al. 2004 ; Khan et al. 
2008). Par exemple, la présence de la bactérie a été mise en évidence lors d’une étude menée 
en Californie dans 24% des sols des champs analysés. Les conditions les plus favorables à son 
développement dans l’environnement semblent être une humidité relative élevée (80-95%) et 
une température d’environ 27°C (Green et al. 1974). Il a également été montré que la bactérie 
est présente dans les environnements associés à l’homme, dans des prélèvements effectués 
dans des maisons : sur les surfaces, les déchets, l’eau, et même sur la peau et dans les selles de 
certains habitants/animaux de la maison. Cependant, la bactérie est principalement retrouvée 
dans les canalisations, et dans une moindre mesure dans les déchets et composts. Les 
canalisations auraient cinq fois plus de chances de porter ce bacille que les déchets/composts 
(Remold et al. 2011). Sa capacité à se développer dans des milieux si variés est d’ailleurs 
problématique puisque le bacille pyocyanique peut même se développer dans des solutions 
antiseptiques, des savons et sur des surfaces inorganiques (Lanini et al. 2011 ; Pollack 1995). 
En outre, P. aeruginosa est capable de coloniser et d’infecter un large spectre d’hôtes : les 
hommes tout d’abord, qui constituent son hôte usuel, mais aussi les souris, les insectes, les 
plantes, … (D'Argenio et al. 2001 ; Saitou et al. 2009 ; Fotedar et al. 1989 ; Young 1977). Ce 
bacille est présent, en faible quantité, chez les personnes en bonne santé. Il est détecté sur la 
peau (0 à 2% des prélèvements), dans le nez (0 à 3,3% des prélèvements) ou la gorge (0 à 
6,6% des prélèvements), mais également dans les selles (2,6 à 24% des 
prélèvements) puisqu’il vit de façon commensale dans le tube digestif de certaines personnes 
(Morrison et al. 1984 ; Cavallo 2004). Cependant, il s’agit d’un pathogène opportuniste, c'est-
à-dire qu’il provoque une infection chez les hôtes fragilisés, immunodéprimés. Ainsi, le taux 
de P. aeruginosa détecté chez les personnes hospitalisées atteint 50% (Pollack 1995).  
 
B. Infections 
1) Modes de vie et infections 
Pathogène opportuniste, P. aeruginosa profite de défaillance de l’hôte pour le 
coloniser et l’infecter (Figure 2). La défaillance peut être due à une rupture de l’intégrité des 
barrières physiques, notamment de la peau : blessure, brûlure, opération chirurgicale, 
intubation… mais aussi à des défenses immunitaires faibles, par exemple chez les personnes 
immunodéprimées lors de traitements de cancers, les patients atteints du VIH, … Cette 
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première colonisation opportuniste peut conduire à des infections aiguës ou chroniques, qui 
sont liées à deux modes de vie bactériens distincts : planctonique ou sessile (en biofilm). 
 
Figure 2 : Principales étapes de l’attaque d’un hôte par P. aeruginosa  
(schéma adapté de (Strateva et al. 2011)). 
La bactérie profite d’une faille dans les barrières de l’hôte pour le coloniser. Cette colonisation peut 
conduire à des infections aiguës ou chroniques. Chacun de ces deux types d’infection est associé 
avec un mode de vie de la bactérie, qui exprime alors différents facteurs de virulence. 
 
Sous sa forme planctonique, la bactérie est mobile et isolée et est capable de 
provoquer des infections aiguës. Les bactéries sont invasives et cytotoxiques, elles produisent 
de nombreux facteurs de virulence qui conduisent à un endommagement des tissus infectés. 
Les infections aiguës ont donc une progression rapide ; elles durent peu de temps et sont 
généralement brutales et agressives avec des symptômes sévères. Par exemple, P. aeruginosa 
peut causer des infections pulmonaires, urinaires, ou du système digestif, mais aussi des 
bactériémies chez les personnes gravement brulées car ce pathogène opportuniste ubiquitaire 
profite de la perte de l’intégrité de la barrière de la peau pour infecter ces personnes. Elle 
provoque également fréquemment des kératites ulcératives aiguës chez les personnes portant 
des lentilles de contact, puisque les bactéries pénètrent dans les yeux via des microblessures et 
y sont maintenues par les lentilles (Lyczak et al. 2000). 
Au contraire, le développement de P. aeruginosa sous forme sessile dans un biofilm 
est lié à des infections chroniques. Ce mode de vie permet aux bactéries de vivre en 
communauté, fixées à un support, ce qui leur confère une plus grande protection. Elles ne sont 
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pas invasives ni cytotoxiques et conduisent à des symptômes discrets. Cependant, les 
antibiotiques et les traitements habituels pour lutter contre l’infection sont inefficaces : les 
médicaments pénètrent mal la couche de bactéries et ciblent souvent leur croissance alors 
qu’elle est déjà plus faible dans les biofilms (Costerton 2001 ; Filloux 2003). De plus, même 
si ces infections chroniques sont peu agressives, elles sont persistantes car les bacilles 
colonisent durablement les patients et l’inflammation s’installe. Ce type d’infection est très 
fréquent au niveau des poumons des personnes souffrant de bronchiectasie, c'est-à-dire d’un 
endommagement des bronches, de maladie chronique obstructive pulmonaire, mais surtout 
chez les patients souffrant de la mucoviscidose (Lyczak et al. 2000 ; Valderrey et al. 2010).  
 
Ces deux modes de vie, planctonique et en communauté, sont tous deux utilisés par P. 
aeruginosa lors de la colonisation d'un hôte (Figure 3). En effet, les bacilles se déplacent vers 
la surface à coloniser sous leur forme planctonique. Ils s'y fixent et s'y attachent puis des 
microcolonies apparraisent et mûrissent pour se développer en biofilm. Lorsque le biofilm 
atteint une taille conséquente, des cellules planctoniques se détachent et se dispersent pour 
coloniser de nouvelles surfaces (Filloux 2003).  
 
Figure 3 : Modes de vie de P. aeruginosa, d’après (Filloux 2003) 
 
Ainsi, l'installation d'une infection chronique au niveau des poumons des personnes atteintes 
de mucoviscidose conduit à une élimination quasiment impossible de la bactérie et un 
phénomène d’inflammation. Des exacerbations, c'est-à-dire des épisodes d’infection aiguë, 
apparaissent et entrainent une détérioration définitive des tissus pulmonaires (Gibson et al. 
2003 ; Hubert 2012). 
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2) Incidence en milieu hospitalier 
P. aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste. Elle cause des infections 
aiguës et chroniques chez les personnes immunocompromises comme les blessés graves, les 
grands brûlés, ou les personnes atteintes de cancer. Ce pathogène pose aujourd’hui un 
véritable problème de santé publique. D’après une enquête coordonnée en 2006 par le Réseau 
d’Alerte, d’Investigation et de Surveillance des Infections Nosocomiales (Raisin) dans les 
hôpitaux français, il est à l’origine de 10 % des infections nosocomiales et est la cause de 
4000 décès par an (Figure 4). Il s’agit du troisième agent responsable d’infections 
nosocomiales derrière Staphylococcus aureus (18,9% des infections) et Escherichia coli 
(24,7% des infections). 
 
Figure 4 : Microorganismes responsables d’infections nosocomiales en France en 2006 
d’après (Thiolet 2007) 
 
De plus, P. aeruginosa est le micro-organisme le plus souvent impliqué dans des infections de 
patients en réanimation (14,8% des cas en 2011 d’après le réseau Raisin). Or la prévalence 
des personnes contractant des infections nosocomiales est dépendante des services 
fréquentés ; elle varie de 0,89% en obstétrique à 22,4% en réanimation.  
 
L’ampleur de l’incidence des infections à P. aeruginosa en milieu hospitalier est également 
vraie dans la plupart des pays européens, et en Amérique du Nord (Lister et al. 2009 ; Lanini 
et al. 2011 ; Hakki et al. 2007).  
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Ce microorganisme opportuniste est particulièrement dangereux pour les patients 
atteints de mucoviscidose, puisqu’il représente leur première cause de mortalité et de 
morbidité (Govan et al. 1996). Cette maladie génétique très répandue (6500 personnes en 
France, 30000 aux Etats-Unis, 60000 dans le monde) est due à une mutation au niveau du 
gène codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). 
Cette protéine exprimée notamment dans les cellules épithéliales est impliquée dans le 
transport des ions chlorure et n’est plus fonctionnelle chez les personnes souffrant de la 
mucoviscidose, ce qui entraine des troubles gastrointestinaux, endocriniens, métaboliques et 
pulmonaires. En effet, malgré un système immunitaire très actif, ces patients ne sont pas 
capables d’éliminer durablement les pathogènes responsables d’infections pulmonaires du fait 
d’anomalies dans la clairance mucovaciliaire dues à la mauvaise activité de CFTR et au 
mucus épais qui se forme. Les patients sont dès leur plus jeune âge infectés par divers 
microorganismes, principalement Staphylococcus aureus. Puis, au cours du temps, la bactérie 
P. aeruginosa devient la principale source d’infection pulmonaire, touchant jusqu’à 80% des 
personnes souffrant de mucoviscidose, comme illustré par le graphe suivant (Figure 5). 
L’infection par cette bactérie est corrélée à une détérioration de l’état de santé (Gibson et al. 
2003 ; Costerton 2001).  
 
Figure 5 : Prévalence des microorganismes responsables d’infections pulmonaires chez les 
patients souffrant de mucoviscidose aux Etats-Unis en 2001 
d’après (Gibson et al. 2003)) 
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De façon générale, P. aeruginosa est responsable de graves infections nosocomiales, 
conduisant dans 21% des cas décelés en France entre 2001 et 2006 au décès des patients 
(Nicolay 2008). Au sein des hôpitaux, la contamination des patients par cet agent pathogène 
peut provenir de différentes origines. Il peut y avoir transmission de la bactérie entre les 
patients, par le personnel hospitalier ou bien par le matériel médical (cathéters, sondes, 
canules, …). Enfin, la source de la contamination peut être la présence d’un réservoir de 
bactéries dans les locaux de l’hôpital, comme dans les éviers et dans certains savons 
désinfectants (Lanini et al. 2011 ; Thiolet 2007). 
 
3) Résistance aux antibiotiques et recherche de nouvelles  thérapeutiques 
Les antibiotiques traditionnels ont des effets soit bactericides (=capacité à tuer les 
bactéries) soit bactériostatiques (=capacité à limiter la croissance des bactéries). Or des 
souches résistantes à un antibiotique apparaissent toujours quelques années après le début de 
l’utilisation de cet antibiotique, comme illustré par la figure suivante (Figure 6). 
 
Figure 6 : Echelle de temps de l’apparition de résistances aux antibiotiques 
d’après (Clatworthy et al. 2007) 
 
Le bacille P. aeruginosa est naturellement résistant à certains antibiotiques et a la 
capacité d’acquérir de multiples résistances (Strateva et al. 2009). Il possède en effet des 
pompes à efflux lui permettant de transporter des substances nutritives et d’exporter des 
substances toxiques dont les antibiotiques (Stover et al. 2000).  De plus, l’importance de ce 
bacille dans des milieux pourtant très contrôlés comme les hôpitaux s’explique par une forte 
pression de sélection due à une utilisation massive de désinfectants et d’antibiotiques et à la 
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forte capacité d’adaptation de P. aeruginosa dans des environnements très variés. A titre 
d’exemple, une étude a montré qu’après 4 jours de culture du microorganisme en présence de 
tétracycline, le taux d’apparition de mutants résistants à cet antibiotique augmente de 105 fois 
(Alonso et al. 1999). Enfin, la bactérie est capable d’acquérir des gènes de résistance dans 
l’environnement par des éléments d’ADN mobiles (de Bentzmann et al. 2011).  
 
La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques rend son traitement difficile. Il est 
donc important d’étudier les facteurs de virulence de cette bactérie afin d’identifier de 
nouvelles cibles thérapeutiques pour développer de nouveaux médicaments. Le traitement 
devrait être spécifique et adapté à chaque type d’infection (phase aiguë et chronique, organe 
infecté), ce qui implique aussi le développement d’outils de diagnostic rapides. Ces nouvelles 
molécules thérapeutiques, ayant la capacité de bloquer les facteurs de virulence de la bactérie, 
présenteraient l’avantage de réduire la pression de sélection en comparaison aux antibiotiques 
classiques et de préserver la flore humaine (Clatworthy et al. 2007).  
 
II. Les facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa 
 
P. aeruginosa possède de nombreux facteurs de virulence qui lui permettent de 
s’adapter et de résister à des conditions environnementales très différentes, et de coloniser et 
attaquer divers hôtes, tels que les mammifères, les poissons, les végétaux, …. Les facteurs de 
virulence peuvent être protéiques ou chimiques, sécrétés ou bien associés à la bactérie 
(Mikkelsen et al. 2009 ; Bricha 2009). 
 
Figure 7 : Facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa 
Schéma adapté de (Van Delden et al. 1998) 
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A. Les facteurs de virulence à la surface bactérienne : rôle dans 
l’adhésion et la mobilité 
1) Le flagelle 
P. aeruginosa possède un flagelle unique et polaire lui permettant de se déplacer en 
milieu liquide. Ce type de déplacement, la nage (« swimming ») lui permet d’atteindre la 
paroi épithéliale à coloniser. L’adhésion à cette surface est en partie médiée par une 
interaction des sous-unités constituant le flagelle FliC avec des glycolipides des cellules 
épithéliales (les asialo-GM1). Ainsi, les souches bactériennes dépourvues de flagelles 
présentent une virulence plus faible que les souches sauvages, avec une diminution de la 
mortalité et de la morbidité lors d’infections pulmonaires chez les souris. Cependant, le 
flagelle est aussi très immunogène, ce qui implique une forte réponse immunitaire de l’hôte. 
Lors d’infections chroniques, les bacilles perdent généralement leur flagelle afin d’échapper 
au système immunitaire. Le flagelle est néammoins indispensable lors des premières étapes de 
l’infection pour envahir l’hôte (Bricha 2009 ; Feldman et al. 1998). 
 
2) Les pili 
En plus de nager en milieu liquide grâce au flagelle, les bactéries sont capables de se 
déplacer à des interfaces solides/liquides grâce aux pili de type IV. Cette sorte de 
déplacement, reposant sur la capacité de rétraction des pili, est appelée motilité par 
« twitching ». Cet appendice a donc un rôle dans l’invasion de l’hôte (Sato et al. 1988). Il est 
également le principal acteur de l’adhésion avec les cellules épithéliales, puisqu’il interagit 
avec des récepteurs de ces cellules (les glycolipides asialo-GM1 et GM2) (Sheth et al. 1994 ; 
Gupta et al. 1994). L’adhérence des bactéries médiée par le pilus est plus importante sur des 
cellules épithéliales pulmonaires possédant la mutation responsable de la mucoviscidose que 
sur des cellules épithéliales normales (de Bentzmann et al. 1996).  
Les pili de type fimbriae, également appelés Cup (Chaperone Usher Pathway) ont un 
rôle dans l’adhésion des bactéries aux surfaces abiotiques et biotiques. Les bactéries 
possèdent souvent plusieurs copies du cluster de gènes codant pour ces Cup : les clusters 
cupA, cupB et cupC ont par exemple été identifiés dans la souche PA01, et un 4
ème
 cluster 
cupD est présent dans l’isolat PA14. Chacune de ces copies serait activée pendant une seule 
étape de l’infection ou bien dans un environnement spécifique (chez un seul hôte ou dans un 
seul foyer infectieux) (Mikkelsen et al. 2009 ; Bricha 2009 ; Vallet et al. 2001).  
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3) Les lipopolysaccharides  
Les lipopolysaccharides (LPS), présents à la surface de la membrane externe des 
bactéries, sont composés d’un lipide A hydrophobe, et d’une queue hydrophile formée par un 
corps de polysaccharides et l’antigène O.  
Les lipides A peuvent avoir différentes acylations tandis que les antigènes O sont marqueurs 
de la spécificité des différents sérogroupes bactériens.  
Les LPS sont essentiels à la virulence des bactéries (Goldberg et al. 1995). Ils sont également 
impliqués dans l’attachement des bactéries à des surfaces diverses selon leur taille et leur 
caractère plus ou moins hydrophobe (Filloux 2003 ; Makin et al. 1996). En particulier, 
l’adhérence aux cellules épithéliales eucaryotes est médiée par une interaction avec les 
récepteurs cellulaires Asialo GM1 (Gupta et al. 1994). 
Enfin, ils ont un rôle dans la réponse immunitaire de l’hôte, et conduisent à l’apparition de 
symptômes tels que la fièvre, l’hypotension, .... Les lipides A sont reconnus par des 
composants du système immunitaire inné : les Toll-like receptors (le 4 notamment). De plus, 
une interaction avec la protéine CFTR des cellules eucaryotes, permettrait l’internalisation de 
P. aeruginosa dans les cellules épithéliales et une réponse rapide du système immunitaire. 
Chez les patients souffrant de mucoviscidose, cette protéine CFTR est mutée, ce qui 
conduirait à une moins bonne réponse immunitaire. De plus, chez ces personnes, P. 
aeruginosa peut échapper à la reconnaissance du système immunitaire en modifiant ses LPS. 
Par exemple, les acylations des LPS sont différentes et l’antigène O est absent (Gibson et al. 
2003 ; Pier 2007). 
 
4) Exopolysaccharides 
P. aeruginosa produit trois types d’exopolysaccharides : les alginates, Psl et Pel. Tous 
sont importants pour la formation du biofilm lors d’infections chroniques. L’alginate, un 
polysaccharide linéaire composé d’acides mannuroniques et glucuroniques, a un rôle dans la 
structure des biofilms et dans l’attachement des bactéries aux cellules épithéliales (Kipnis et 
al. 2006 ; Doig et al. 1987). Sa présence conduit aussi à une diminution de l’efficacité des 
traitements antibiotiques et de la réponse immunitaire (Leid et al. 2005).  
Le Psl est un polysaccharide riche en mannose et galactose essentiel à l’attachement 
des bactéries aux surfaces abiotiques et biotiques (Ma et al. 2007 ; Colvin et al. 2012 ; Ma et 
al. 2006) tandis que Pel, polymère riche en glucose similaire à la cellulose, est plus 
impliqué dans le développement tardif des biofilms (Ghafoor et al. 2011).  
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5) Les lectines 
Les lectines LecA et LecB sont présentes dans le cytoplasme mais aussi au niveau de 
la membrane externe de P. aeruginosa (Tielker et al. 2005). Elles sont principalement 
impliquées dans les étapes précoces de l’infection, en participant à l’attachement des bactéries 
aux cellules hôtes. Elles se lient en effet spécifiquement au galactose et au fucose des cellules. 
Elles ont également un rôle dans la cytotoxicité puisque des mutants déficients en LecA ou 
LecB sont moins cytotoxiques in vitro sur des cellules épithéliales et conduisent à une atteinte 
du poumon, une charge bactérienne et une dissémination réduites in vivo. De plus, des 
inhibiteurs de lectines permettent d’atténuer la virulence des bactéries (Chemani et al. 2009). 
 
B. Les facteurs de virulence sécrétés dans le milieu extracellulaire ou dans les 
cellules cibles : rôle dans la cytotoxicité et l’invasion bactérienne 
P. aeruginosa possède un large spectre de facteurs de virulence sécrétés par des 
systèmes d’export spécialisés, dont les systèmes de sécrétion de types I, II, III, V et VI, qui lui 
permettent de s’adapter, de survivre et d’exploiter l’environnement hostile de l’hôte. Ces 
machineries sont représentées sur la Figure 8. Elles conduisent au transport de molécules dans 
le milieu extracellulaire ou bien directement dans les organismes cibles (cellule eucaryote, 
bactérie). 
 
Figure 8 : Systèmes de sécrétion présents chez Pseudomonas aeruginosa 
D’après (Bleves et al. 2010) 
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1) La neuraminidase 
La neuraminidase est une enzyme sécrétée par P. aeruginosa dans le milieu 
extracellulaire. Lors d’infections par ce microorganisme, son activité de clivage des acides 
sialiques (possèdant une liaison 2-3) permet d’augmenter l’accessibilité des récepteurs 
asialo-GM1 des cellules eucaryotes. Par conséquent, un plus grand nombre de bactéries peut 
adhérer à ces cellules. L’important rôle de cette enzyme dans l’adhésion est confirmé par la 
réduction considérable de l’attachement des bactéries à des cellules épithéliales lorsque la 
neuraminidase est inhibée (Davies et al. 1999 ; Wolska et al. 2006). Des infections réalisées in 
vivo sur des souris ont également démontré l’implication de la neuraminidase dans la 
colonisation initiale des poumons (Soong et al. 2006). 
 
2) Les chromophores 
Plusieurs chromophores sont sécrétés : la pyocyanine, la pyoverdine et la pyocheline. 
La pyocyanine est un pigment bleu qui a des effets toxiques sur les cellules hôtes. Elle attire 
les neutrophiles et provoque leur apoptose mais est aussi impliquée dans le stress oxydatif, car 
elle est capable d’oxyder le glutathion et d’inactiver la catalase, empêchant les réactions de 
détoxification des espèces réactives de l’oxygène (Bricha 2009 ; Kipnis et al. 2006). Lors 
d’infections pulmonaires de souris, la virulence des bactéries est atténuée en l’absence de 
pyocyanine (Lau et al. 2004).  
La pyoverdine et la pyocheline sont des sidérophores, leur fonction est de capter le fer et de 
le transporter. La pyoverdine pourrait également être impliquée dans la tolérance et 
l’homéostasie aux métaux (Schalk et al. 2012). De plus, la pyoverdine a un rôle dans la 
régulation de la sécrétion d’autres facteurs de virulence en plus de sa propre sécrétion : 
protéase IV, exotoxine A. L’activation de la transcription de ces facteurs de virulence dépend 
en effet de la concentration extracellulaire en pyoverdine (Kipnis et al. 2006 ; Bricha 2009). 
 
3) Les protéines sécrétées par le Système de Sécrétion de Type I 
Le SST1 est constitué d’une protéine de la membrane externe et d’un ABC 
transporteur dans la membrane interne, reliés par une protéine adaptatrice. Il permet de 
sécréter des protéines dans le milieu extracellulaire, en une seule étape.  
Chez P. aeruginosa, il existe deux SST1 nommés Apr et Has. Le système Apr exporte 
AprA, une protéase alcaline (Bleves et al. 2010) dont l’activité est de dégrader les 
composants du complément, des cytokines et de chemokines (Laarman et al. 2012) ; 
Chapitre I – Données bibliographiques – II. Les facteurs de virulence de P. aeruginosa 
- 32 - 
(Matheson et al. 2006) ; (Leidal et al. 2003). Elle permet ainsi à la bactérie de limiter la 
réponse immunitaire. Cette protéase est importante dans les infections de la cornée, et 
probablement aussi lors d’infections pulmonaires aiguës. Elle est également capable de lyser 
de la fibrine. Or, la formation de fibrine au début des infections pulmonaires semble 
importante pour limiter l’étendue de l’inflammation (Kipnis et al. 2006). Le second système, 
Has, permet la sécrétion de l’hémophore HasAp, servant à l’utilisation du fer de 
l’hémoglobine (Strateva et al. 2011 ; Bricha 2009). 
 
4) Les protéines sécrétées par le Système de Sécrétion de Type II 
Le SST2 permet le passage à travers la membrane externe de protéines multimériques 
déjà repliées dans le périplasme. Ce système serait formé par une base de plusieurs protéines 
dans la membrane interne, prolongé par un large tube et un pseudopilus fonctionnant comme 
un piston. Chez P. aeruginosa, deux SST2 ont été identifiés : le système Xcp (pour 
Extracellular Protein) et le système Hxc (homologue à Xcp).  
Le système Xcp sécrète plusieurs facteurs de virulence, comme indiqué dans le Tableau 1, 
notamment des protéases (Hoge 2010). 
 
LasB Elastase Dégradation de l'élastine, du surfactant, … Braun etal.(1998) 
Las A Elastase Dégradation de l'élastine et du surfactant Braun etal.(1998) 
PlcH Phospholipase C hémolytique 
Dégradation des phospholipides du surfactant 
et des membranes eucaryotes Voulhoux etal.(2001) 
PlcN 
Phospholipase C non 
hémolytique 
Dégradation des phospholipides du surfactant 
et des membranes eucaryotes Voulhoux etal.(2001) 
PlcB 
Phospholipase C spécifique des 
phosphatidyl-ethanolamine 
Dégradation des phosphatidyl-ethanolamine 
du surfactant et des membranes eucaryotes Barker etal.(2004) 
CbpD Protéine liant la chitine Probable adhésine Folders etal.(2000) 
ToxA ABToxin,ADP-ribosyltransferase 
ADP ribosyltransférase du facteur 
d'élongation 2 des cellules eucaryotes Lu etal.(1993) 
PmpA Métalloprotéase putative Probable dégradation de protéines Bleves et al (2010) 
PrpL Protéase IV 
Dégradation de protéines du surfactant, 
immunoglobuline, et autres protéines de la 
défense de l'hôte Fox et al.(2008) 
LipA Lipase 
Dégradation de lipides, dont ceux du 
surfactant 
Jaeger etal.(1994) ; 
Son et al (2007) 
LipC Lipase 
Dégradation de lipides, dont ceux du 
surfactant Martinez etal.(1999) 
PhoA Phosphatase alcaline  Filloux etal.(1988) 
PaAP Aminopeptidase Dégradation des peptides et protéines Braun etal.(1998) 
Tableau 1 : Molécules sécrétées par le SST2 Xcp de P. aeruginosa et leur rôle 
d’après (Bleves et al. 2010) 
Il sécrète en particulier : 
- des enzymes protéolytiques dont les élastases LasA et LasB, qui dégradent l’élastine, un 
composant majeur des vaisseaux sanguins et des tissus du poumon humain. Elles 
dégradent aussi le surfactant pulmonaire. Le surfactant, dont le rôle tensio-actif est 
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indispensable au bon fonctionnement du système respiratoire, est constitué à 90% de 
lipides et à 10% de protéines, dont SP-A et SP-D (Surfactant Protein A et Surfactant 
Protein D). Ces dernières ont une action fungi- et bactério-statiques et, via une interaction 
avec les chaines glucidiques à la surface des micro-organismes, permettent l’agglutination 
des pathogènes ainsi que le recrutement de cellules du système immunitaire (Tzortzaki 
2007). Les élastases clivent ces protéines surfactantes SP-A et SP-D. L’élastase LasA, une 
sérine protéase, a une faible activité élastolytique mais augmente l’activité de LasB en 
rendant l’élastine plus accessible au clivage (Kessler et al. 1997). LasB, protéase 
contenant du zinc, est également capable de dégrader d’autres substrats, tels que la fibrine 
et la fibronectine, le collagène, et d’inactiver des molécules importantes pour l’élimination 
du pathogène par l’hôte, notamment les immunoglobulines G et A et des composants du 
complément (Strateva et al. 2011). Ces enzymes sont importantes pour l’invasion des 
cellules épithéliales (Cowell et al. 2003). 
- des lipases et des phospholipases dont la phospholipase C. Cette dernière est une 
enzyme thermolabile dont le rôle est de dégrader les phospholipides présents notamment 
dans le surfactant pulmonaire et les membranes des cellules eucaryotes. Elle participe 
ainsi aux dommages tissulaires et facilite l’invasion bactérienne (Strateva et al. 2011 ; 
Bricha 2009). 
- l’exotoxine A, qui cible un facteur eucaryote intracellulaire. Elle est composée de 3 
domaines : l’un pour l’interaction avec des récepteurs de cellules eucaryotes, un autre 
pour le transport de la toxine à travers les compartiments intracellulaires et un dernier 
pour l’activité catalytique (Voulhoux et al. 2000). Son activité dans la cellule cible est 
l’ADP ribosylation du facteur d’élongation 2, conduisant au blocage de la synthèse des 
protéines et à la mort cellulaire. 
- la protéase IV, une serine protéase. Du fait de son activité de clivage des peptides 
contenant de la lysine, elle est capable de digérer des protéines de défense de l’hôte, telles 
que l’immunoglobuline, les composants du complément, le fibrinogène, … (Engel et al. 
1998). Cette enzyme dégrade également des protéines du surfactant (Malloy et al. 2005). 
Les souches bactériennes qui ne possèdent pas cette protéase montrent une virulence 
atténuée dans des modèles de kératite oculaire chez le lapin et la souris. De plus, la 
protéase semble faciliter l’adhésion à la cornée (Engel et al. 1997). 
Le système Hxc, quant à lui, est actif seulement en conditions de limitation en phosphate et 
sécrète la phosphatase alcaline LapA (Bleves et al. 2010 ; Ball et al. 2002). 
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5) Les effecteurs sécrétés par le Système de Sécrétion de Type III 
Le SST3 permet l’injection d’enzymes directement dans le cytoplasme de la cellule 
eucaryote cible. Constitué de plus d’une vingtaine de protéines, le mode d’action de ce 
complexe est similaire à celui d’une seringue. Sa composition et son fonctionnement seront 
détaillés dans la partie suivante. 
Ce système exporte plusieurs exoenzymes appelées ExoS, ExoT, ExoY et ExoU et toutes 
dotées d’activités perturbant la signalisation de la cellule eucaryote (Figure 9). L’analyse de la 
distribution de ces toxines dans des isolats provenant de patients hospitalisés ou bien de 
l’environnement a montré que 100% des isolats ont la séquence codant pour ExoT, 72% pour 
ExoS, 28% pour ExoU et 89% pour ExoY. De plus, 98% des isolats possèdent ExoS ou ExoU 
mais pas les deux (Feltman et al. 2001 ; Berthelot et al. 2003). 
 
 
Figure 9 : Effets des toxines injectées par le SST3 dans les cellules cibles eucaryotes 
D’après (Engel et al. 2009) 
 
ExoS possède deux activités enzymatiques : une activité GAP (GTPase Activating 
Protein), et une activité ADPRT (ADP Ribosyl-Transférase).  
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L’activité GAP, localisée au niveau de son domaine N terminal, a un effet sur les 
facteurs eucaryotes Rho, Rac et Cdc42, provoquant une désorganisation du cytosquelette 
d’actine avec arrondissement cellulaire (Sun et al. 2004). Elle est également impliquée dans 
l’inhibition de l’internalisation et de la phagocytose des bactéries (Deng et al. 2008). 
Le domaine C terminal de ExoS est quant à lui responsable de son activité ADP 
ribosyltransférase envers Ras, Ral et d’autres GTPases Rabs ainsi que les protéines ERM 
(ezrine, radixine et moesine), qui permettent de lier l’actine à la membrane plasmique 
(Maresso et al. 2004).  Cette activité dépend de la présence de la protéine eucaryote 14-3-3. 
Elle est indispensable à la virulence complète de P. aeruginosa et est très impliquée dans la 
persistance bactérienne en permettant d’échapper au système immunitaire et enfin dans la 
dissémination (Shaver et al. 2004).  
ExoS perturbe ainsi la synthèse d’ADN chez la cellule hôte, et sa cytotoxicité conduit à la 
mort cellulaire. En outre, l’activité ADPRT de ExoS a un rôle particulièrement important dans 
l’augmentation de la perméabilité épithéliale et la perturbation des fibres de stress de l’actine 
(Soong et al. 2008). En conséquence, l’intégrité des jonctions épithéliales respiratoires est 
altérée et la dissémination des bactéries est facilitée. L’activité ADPRT permet également le 
recrutement de cellules immunitaires, notamment des neutrophiles, tout en induisant la survie 
des bactéries intracellulaires et l’apoptose de ces neutrophiles (Sun et al. 2012). En effet, cette 
activité ADPRT empêche la maturation des vésicules en endosomes (Deng et al. 2008) et 
provoque la formation de « blebs », c'est-à-dire des protrusions de la membrane plasmique 
eucaryote dissociée du cytosquelette d’actine, avant l’apoptose de la cellule hôte. Les 
« blebs » peuvent se séparer de la cellule et se déplacer dans l’organisme infecté, et les 
bactéries enfermées à l’intérieur de ces structures restent protégées contre le système 
immunitaire et certains antibiotiques tels que la gentamicine. Finalement, l’activité ADPRT 
de l’effecteur ExoS a pour conséquence l’inhibition de l’endocytose et la survie et la 
dissémination des bactéries intracellulaires (Angus et al. 2010). 
 
ExoT possède 74% de similarité de séquence d’acides aminés avec ExoS. Cette 
enzyme est également bifonctionnelle, avec une activité GAP à son extrémité N terminale et 
une activité ADP ribosyltransferase localisée au niveau du domaine C terminal. Son activité 
GAP est similaire à celle d’ExoS, perturbant le cytosquelette d’actine et empêchant 
l’internalisation des bactéries, mais son activité ADPRT est 500 fois plus faible. De plus, les 
domaines ADPRT de ExoS et ExoT ne ciblent pas les mêmes facteurs eucaryotes : ExoT a 
une activité envers les protéines CrkI et CrkII, des phosphoglycérate kinases (Sun et al. 2003). 
Chapitre I – Données bibliographiques – II. Les facteurs de virulence de P. aeruginosa 
- 36 - 
Les effets relevés sont assez faibles et parfois contradictoires, en fonction du lieu de 
l’infection et de la quantité de bactéries utilisée pour l’infection. Ainsi, une étude a démontré 
un effet protecteur de cette toxine in vitro et in vivo dans des modèles d’infection pulmonaire 
de souris (Lee et al. 2005). A l’inverse, d’autres études ont montré un rôle dans la 
dissémination des bactéries du poumon vers d’autres organes, tels que le foie (Shaver et al. 
2004) ou bien dans la virulence envers des neutrophiles dans des modèles de kératite (Sun et 
al. 2012) et l’induction de l’apoptose de cellules épithéliales (Shafikhani et al. 2008). De 
façon intéressante, l’induction de la mort cellulaire par ExoT apparait après 5 à 10h 
d’infection, bien plus tardivement que celle provoquée par la toxine ExoS (2 à 5h après 
infection). Finalement, ExoT est importante pour la virulence bactérienne même si ses effets 
sur les cellules hôtes sont moindres que ceux causés par ExoS. 
 
ExoY présente une activité adénylate cyclase conduisant à une concentration élevée en 
AMP cyclique (AMPc) dans la cellule hôte (Strateva et al. 2011). L’AMPc est un 
intermédiaire indispensable de la signalisation eukaryote puisqu’elle est impliquée dans les 
cascades de phosphorylation (Waterman et al. 1985). Cette activité provoque l’arrondissement 
des cellules infectées et inhibe l’invasion bactérienne. Néammoins, cette inhibition est 
observée seulement à de faibles temps après infection, de 2h environ (Cowell et al. 2005). De 
plus, ExoY a un rôle dans la formation des « blebs », comme ExoS, puisqu’elle est capable 
d’activer la formation de ces protrusions membranaires, sans toutefois conférer davantage de 
croissance intracellulaire aux bactéries. Dans des modèles d’infection aiguë (kératite) in vivo, 
l’activité de ExoY contribue à une augmentation de la colonisation bactérienne ainsi qu’à une 
maladie plus forte (Hritonenko et al. 2011).  
 
ExoU est la plus toxique des enzymes injectées par le SST3. Lors de pneumonies 
aiguës provoquées par P. aeruginosa sur des modèles murins, l’expression de cette toxine par 
des souches non cytotoxiques est à l’origine d’une augmentation de la charge bactérienne 
dans le poumon, d’une dissémination plus importante dans le foie et la rate et d’une réduction 
de 50% de la dose létale de bacilles (Allewelt et al. 2000). La toxine ExoU a été récemment 
caractérisée d’un point de vue structurel et fonctionnel (Gendrin et al. 2012). Son domaine N-
terminal est maintenu dans une conformation non globulaire par sa chaperonne cytoplasmique 
SpcU. Après sa translocation dans la cellule eucaryote cible, ExoU est rapidement associée à 
la membrane eucaryote par une liaison de son domaine C-terminal aux phospholipides. Cette 
toxine subit ensuite un changement de conformation lui permettant d’insérer partiellement son 
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site catalytique, responsable de l’activité phospholipase, dans la membrane cible. Ce domaine 
phospholipase est activé suite à une interaction avec un facteur de la cellule hôte et provoque 
la lyse rapide des phospholipides membranaires, conduisant à la lyse de la cellule infectée. La 
cellule tenterait de se protéger en dégradant ExoU par ubiquitination puis ciblage vers les 
endosomes,  mais l’activité phospholipase est bien plus rapide (Gendrin et al. 2012). 
L’injection d’ExoU par le SST3 a ainsi pour conséquence la mort cellulaire de cellules 
épithéliales, CHO, macrophages, neutrophiles... (Strateva et al. 2011). Or, dès le début d’une 
infection, des cellules phagocytiques du système immunitaire, principalement des 
neutrophiles, sont recrutés. La lyse de ces cellules par ExoU provoque une augmentation du 
nombre de neutrophiles présents sur le lieu de l’infection mais aussi une diminution de leur 
viabilité. Il en résulte une immunosuppression localisée, expliquant la persistance de la 
bactérie et la surinfection par d’autres bactéries (telles que des souches de P. aeruginosa ne 
sécrétant pas ExoU ou des bactéries normalement non pathogènes comme E. coli). Les 
pneumonies acquises dans les hôpitaux sont d’ailleurs souvent poly-microbiennes (Diaz et al. 
2008). 
 
6) Les toxines sécrétées par le Système de Sécrétion de Type V 
Il existe plusieurs types de SST5 chez P. aeruginosa, permettant la sécrétion de 
facteurs de virulence dans le milieu extracellulaire.  
Le SST5b, système de sécrétion très répandu chez les bactéries Gram négatif, permet l’export 
de protéines en deux étapes. Dans un premier temps, le transport à travers la membrane 
interne est effectué par le système Sec. Puis, un tuyau en  barril permet le transport à travers 
la membrane externe. Ce système participe ainsi à la sécrétion d’adhésine et a un rôle dans la 
mise en place des pili de type fimbriae (Bleves et al. 2010). Il sécrète aussi la protéase LepA, 
responsable de l’activation du facteur de transcription cellulaire NF-kappaB et donc des 
réponses immunitaires de l’hôte (Strateva et al. 2011). 
L’autre type de SST5 rencontré chez le bacille pyocyanique est un autotransporteur : EstA. 
Du fait de son activité estérase, il est impliqué dans la production des rhamnolipides. Ces 
glycolipides extracellulaires, dont le rôle de biosurfactant permet la solubilisation des 
phospholipides du surfactant pulmonaire, facilite l’accès des phospholipides à la 
phospholipase C. Ils présentent également une activité hémolytique et anti-bactérienne (sur 
les micro-organismes Gram positifs principalement), perturbent la réponse immunitaire de 
l’hôte (inhibition de la phagocytose, …), altèrent la barrière épithéliale pulmonaire 
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(participant ainsi à l’invasion bactérienne) et enfin sont impliqués dans la formation du 
biofilm (Soberon-Chavez et al. 2005 ; McClure et al. 1992 ; Zulianello et al. 2006). 
 
7) Les protéines sécrétées par le Système de Sécrétion de Type VI 
Le SST6, fréquemment rencontré chez les bactéries à Gram négatif, partage de 
nombreuses homologies avec la queue du bactériophage T4. Sa structure et son mode d'action 
présenterait donc des similarités avec ce phage, comme illustré par la Figure 10 (Cotter 2011).  
La contraction de la « queue » permettrait l’injection de toxines dans des bactéries ou 
cellules cibles (Filloux et al. 2008). Chez P. aeruginosa, 3 loci codant pour le SST6 ont été 
identifiés, et sont régulés de manière différente. Le système codé par le premier locus permet 




Figure 10 : Similarités entre le bactériophage T4 et le SST6 
a) Injection d’ADN dans la bactérie cible par le bactériophage T4 b) Injection de toxines par le 
SST6 de P. aeruginosa dans la bactérie cible (Cotter 2011) 
 
L'injection de la toxine Tse2 dans le cytoplasme des bactéries voisines a pour effet l'inhibition 
de leur croissance. Cette toxine n'a pas d'effet sur P. aeruginosa car cette dernière possède 
aussi une "anti-toxine", appelée Tsi2, pour se protéger.  
 
De même, les toxines Tse1 et Tse3 sont injectées dans le périplasme de la bactérie cible où 
elles dégradent le peptidoglycane. Par contre, elles n’ont pas d’effet sur P. aeruginosa que 
possèdent des « anti-toxines » Tsi1 et Tsi3 (Russell et al. 2011). Ce SST6 donne ainsi un 
avantage de croissance certain au bacille pyocyanique par rapport aux autres procaryotes 
(Bleves et al. 2010 ; Hood et al. 2010).  
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C. Régulation des systèmes de virulence 
L’expression des multiples facteurs de virulence est finement contrôlée à différents niveaux : 
transcriptionnels, post-transcriptionnels et post-traductionnels. Ces mécanismes de régulation 
sont nombreux, comme le laisse prévoir la part importante (8%) du génôme de P. aeruginosa 
codant pour des protéines régulatrices (Winsor et al. 2011). De plus, les régulateurs 





Figure 11 : Réseau de régulation des facteurs de virulence de P. aeruginosa 
d’après (Balasubramanian et al. 2013) 
 
 
Deux mécanismes de régulation, le quorum sensing et les systèmes de régulation à 
deux composants, jouent un rôle majeur dans l’adaptation de la bactérie aux conditions 
environnementales (densité bactérienne, stress, …). Par exemple, il a été montré que la que la 
présence de mucus respiratoire humain dans l’environnement de la bactérie induit le SST6 (du 
locus 1) grâce à ces mécanismes (Cattoir et al. 2013).  
Le quorum sensing est un système de communication entre les cellules via de petites 
molécules, les N-Acyl L Homosérine Lactones (AHL), sécrétées par les bactéries. A des 
densités cellulaires élevées, la concentration en AHL atteint un seuil au-delà duquel un 
complexe se forme entre l’AHL et un activateur de transcription, appelé protéine R. Cette 
interaction conduit à l’induction de la transcription de gènes cibles (Figure 12). 
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Figure 12 : Régulation de la transcription de gènes cibles par le quorum sensing 
D’après (de Kievit et al. 2000) 
 
Chez P. aeruginosa,  il existe plusieurs systèmes de quorum sensing formant un réseau 
de régulation complexe : le système Las, le système Rhl et un troisième système capable de 
synthétiser des AHL appelée PQS (pour Pseudomonas Quinolone Signal).  
Le système Las repose sur l’activateur de transcription LasR et l’AHL nommée PAI-1 
[N-(3-oxododecanoyl)-L-homosérine lactone] et produite par LasI. Il permet l’activation de 
l’expression des gènes codant pour LasI, l’élastase LasB, la protéase alcaline AprA, 
l’exotoxine A, et de l’autre système de quorum sensing Rhl. Il est important pour la formation 
de biofilm.  
Le système Rhl est constitué par la protéine activatrice RhlR et la molécule auto-
inductrice PAI-2 [N-butyryl-L-homoserine lactone], produite par RhlI. Son rôle est de réguler 
l’expression de rhlI, rhlAB (codant pour une enzyme nécessaire à la production de 
rhamnolipides) et de rpoS, lui-même impliqué dans le contrôle de l’expression de nombreux 
gènes du quorum sensing (codant pour l’exotoxineA, les lectines LecA et B, la pyocyanine, 
…) et du SST3.Enfin, la molécule de signalisation PQS est impliquée dans la régulation de 
l’expression de l’élastase, des rhamnolipides, de la pyocyanine (Strateva et al. 2011 ; 
Mattmann et al. 2010 ; de Kievit et al. 2000).  
Les systèmes de régulation à deux composants sont également des acteurs essentiels 
de la régulation des facteurs de virulence. Ils sont constitués de deux protéines. La première 
est un senseur, généralement ancré dans la membrane interne et capable de capter des signaux 
extérieurs. Il transmet ensuite ce signal via une cascade de phosphorylation à une deuxième 
protéine, le régulateur de réponse cytoplasmique. Cette dernière est responsable de 
l’activation ou de la répression de gènes et ARN cibles en fonction de son état de 
phosphorylation.  
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L’un des systèmes à deux composants de la bactérie, impliquant les senseurs RetS, 
LadS et GacS et le régulateur GacA, est connu pour être impliqué dans le passage entre 
infection chronique et aiguë (Strateva et al. 2011).  
Lorsque le senseur GacS est activé, il conduit à la phosphorylation de GacA. En réponse à 
cette phosphorylation, des petits ARN non codants, appelés RsmY et RsmZ, sont produits et 
se lient à la protéine RsmA, la rendant inactive. Sous sa forme inactive, cette protéine RsmA 
n’est plus capable de se lier aux ARNm codant pour des protéines impliquées dans la 
formation du biofilm ou dans la synthèse des exopolysaccharides. Ainsi, elle ne peut plus 
empêcher la traduction de ces protéines (Lory et al. 2009), qui sont donc exprimées lorsque 
RsmA est inactive (Ventre et al. 2006). 
Au contraire, lorsque le senseur GacS est inactif, GacA est également inactif et les petits ARN 
régulateurs RsmY et RsmZ ne sont pas produits. La protéine RsmA est alors sous forme libre 
et active (Moscoso et al. 2011). Elle permet d’une part l’activation du SST3, et d’autre part la 
répression de l’expression des protéines associées aux infections chroniques 
(exopolysaccharides Pel et Psl, formation du biofilm, …) en interagissant avec l’ARNm 
correspondant (Figure 13). Dans ce cas, les bactéries ont les caractéristiques phénotypiques 
présentes lors des phases d’infections aiguës. 
Les senseurs RetS et LadS agiraient de façon opposée sur le senseur GacS. En effet, 
RetS inhiberait le senseur GacS et les protéines produites seraient celles impliquées dans les 
infections aiguës, tandis que LadS activerait GacS pour activer la synthèse des protéines 
caractéristiques des infections chroniques (Figure 13).  
 
 
Figure 13 : Régulation de l’expression de facteurs de virulence de  P. aeruginosa par les senseurs 
RetS et LadS 
D’après (Moscoso et al. 2011) 
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D. Nouvelles stratégies thérapeutiques anti-infectieuses 
Le développement de nouvelles méthodes pour lutter contre P. aeruginosa est 
indispensable, d’autant plus que des multi-résistances aux antibiotiques apparaissent. Comme 
détaillé précédemment, P. aeruginosa possède de très nombreux facteurs de virulence pour 
coloniser et infecter son hôte. Une perspective pour la découverte de nouvelles solutions pour 
lutter contre ce micro-organisme est donc le ciblage de ses différents facteurs de virulence. Le 
blocage de ces diverses « armes » bactériennes peut se faire à différents niveaux (Figure 14).  
 
 
Figure 14 : Stratégies d’inhibition des facteurs de virulence de P. aeruginosa 
D’après (Clatworthy et al. 2007) 
 
Au niveau de la régulation génétique tout d’abord, l’expression des gènes de 
virulence peut être inhibée. Par exemple les molécules de furanones halogénées répriment 
l’expression des gènes du quorum sensing (Zhu 2002 ; Hentzer et al. 2002). Le triphenyl agit 
très spécifiquement sur la protéine de quorum sensing LasR, en mimant une AHL (Muh et al. 
2006). D’autres études sont cependant nécessaires afin d’identifier les molécules les plus 
stables possibles et sans effet sur les cellules eucaryotes.  
 
L’inhibition de l’adhésion des bactéries aux cellules eucaryotes peut être obtenue via des 
pilicides empêchant la formation des pili et fimbriae (Ricard 2012). L’utilisation de sucres, 
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tels que le xylitol, ou bien la combinaison d’extraits de canneberge avec de la ciprofloxacine 
(un antibiotique), permettent également d’empêcher l’adhésion des bactéries (Sousa et al. 
2011 ; Noreddin 2012). 
 
Un autre moyen pour combattre P. aeruginosa est le blocage des appareils permettant la 
sécrétion des toxines, notamment les Systèmes de Sécrétion de Type II et III. Par exemple, 
des molécules pourraient être développées pour interagir avec ces sytèmes afin de les bloquer. 
Les toxines extracellulaires pourraient également être capturées pour empêcher leur 
accessibilité. Récemment, une classe de molécules, les hydrazones acylées de différents 
salicyaldéhydes, ont montré une bonne activité inhibitrice du SST3 de différentes espèces 
bactériennes comme Yersinia pseudotuberculosis, Chlamydia species ou Salmonella enterica 
(Nordfelth et al. 2005 ; Goguen 2009). Les stratégies d’inhibition du SST3 seront détaillées 
dans le paragraphe III-C. de ce chapitre. 
 
Enfin, la fonction des toxines en tant que telle peut être inhibée, soit directement soit 
indirectement en agissant sur des facteurs importants pour l’activité de ces enzymes. Un 
inhibiteur de l’élastase LasB a ainsi été identifié (Cathcart et al. 2011). 
 
Ces stratégies ont pour but d’empêcher la bactérie d’utiliser ses facteurs de virulence 
mais pourraient s’avérer moins efficaces chez les personnes immunodéprimées. Elles 
supposent aussi un traitement spécifique à chaque type d’infection et adapté au moment de 
l’infection (puisque différents facteurs de virulence sont activés au cours de l’infection). Leur 
principal avantage est la préservation de la flore humaine naturelle et une pression de 
sélection beaucoup plus faible que lors de l’utilisation d’antibiotiques classiques. 
 
III. Le Système de Sécrétion de Type III 
 
Présent chez de nombreuses bactéries, le Système de Sécrétion de Type III (SST3) 
permet la translocation d’exotoxines directement dans le cytoplasme de la cellule eucaryote 
cible. Il est un facteur majeur de virulence de P. aeruginosa, très actif lors d’infections aiguës, 
lorsque la bactérie se développe sous forme planctonique, mais également actif dans une 
moindre mesure lors d’infections chroniques (Mikkelsen et al. 2009 ; Diaz et al. 2011 ; 
O'Callaghan et al. 2011).  
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A. Origines du SST3 
Le SST3 est conservé parmi de nombreuses bactéries Gram négatif, des pathogènes 
principalement mais aussi des symbiotes de mammifères, plantes et insectes. La relation 
établie entre la bactérie et la cellule dépend de l’activité des exotoxines injectées dans la 
cellule eucaryote. Chaque espèce bactérienne possède des exotoxines spécifiques (Dean 
2011).  
 
Le SST3 est ainsi présent chez Escherichia coli enterohémorragique  (EHEC) ou 
enteropathogénique (EPEC), Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica ou Shigella, 
microorganismes provoquant des maladies intestinales chez les humains. Peuvent également 
être citées Yersinia pestis, l’agent responsable de la peste, Salmonella typhi, cause de fièvre 
entérique, ou encore Bortedella, microorganisme associé à la coqueluche ou enfin Chlamydia 
trachomatis, à l’origine de maladie sexuellement transmissible (Coburn et al. 2007). Certaines 
bactéries, comme par exemple Pseudomonas syringae ou Xanthomonas spp., présentent une 
pathogénicité envers les plantes du fait de l’activité de leur SST3 (Buttner et al. 2009). Enfin, 
parmi les symbiotes possédant un SST3, les bactéries rhizobium sont impliqués dans le 
développement des nodules chez certaines plantes légumineuses (Schulz et al. 2006).  
 
Chez les bactéries, le SST3 a probablement été acquis par transfert horizontal de 
gènes. En effet, les systèmes sont souvent codés dans des éléments extrachromosomiques ou 
dans des ilots de pathogénicité. De plus, les séquences d’ADN des SST3 ont souvent une 
teneur en Guanine et Cytosine différente de celle de l’ADN  chromosomique, et sont souvent 
entourées de restes de séquences d’insertion, de gènes de bactériophages ou d’éléments 
transposables (Galan et al. 1999).  
 
Chez P. aeruginosa, les trente-six gènes codant pour le SST3 sont localisés dans le 
chromosome bactérien. Les gènes codant pour les protéines impliquées dans l’assemblage du 
SST3 et dans sa régulation sont regroupés en cinq opérons. Les opérons sont des ensembles 
de gènes placés sous le contrôle d’un même promoteur. Ils sont donc transcrits en un seul 
ARN messager et régulés de la même façon. En général, les gènes d’un même opéron ont un 
rôle dans une même activité. Par contre, les gènes codant pour les exotoxines exoS, T, U, Y et 
les chaperonnes SpcU et SpcS sont dispersés sur le chromosome (Hauser 2009). 
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Figure 15 : Organisation des gènes codant pour le SST3 sur le chromosome de P. aeruginosa.  




Le SST3 possède des homologies (Figure et Tableau ci-dessous) avec le système 
flagellaire, tant au niveau des séquences que des fonctions entre les protéines (Blocker et al. 
2003). Des analyses philogénétiques ont d’ailleurs permis de montrer que ces deux systèmes 




Figure 16 : Similarités structurelles entre le flagelle et le SST3 de P. aeruginosa 
Schéma adapté de (Yip et al. 2006)).  
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 Système flagellaire Injectisome 
Substrats Signal de sécrétion du signal en Nter, chaperonnes cytoplasmiques 
Transport Rôle de la force proton motrice, transport des substrats partiellement dépliés 
Corps 
basal 
Assemblé en premier, dans les membranes 
40 nm de diamètre, 
C-ring (FliG, FliM, FliN) impliqué 
dans la rotation 
20 nm de diamètre, 
C ring : PscQ 
ATPases Structures hexamériques, rôle dans le dépliement des substrats 
Assemblage du flagelle Rôle probable de séparation des 
complexes chaperonnes/substrats 
Aiguilles Propriétés hélicales : 5,6 sous-unités par tour, 1 start helix, helical pitch 2,4 nm 
- Hook flexible (sous-unités de FlgE, 
42kDa) 
- Filament raide de 10-15 µm de long,  
23 nm de diamètre et 2 nm de 
diamètre interne, 
20000 à 30000 sous-unités de 
flagelline FliC (51 kDa) 
60 nm de long, raide, 
7nm de diamètre et environ 1,5 nm de 
diamètre interne, 




Rôle : auto-assemblage et 
polymérisation de la flagelline  
Rôle : plateforme pour l’assemblage 
du pore de translocation 
Tableau 2 : Caractéristiques communes et différences entre le système flagellaire et le SST3 de 
Pseudomonas aeruginosa  
Tableau adapté de (Erhardt et al. 2010) 
 
Le SST3 et le système flagellaire sont régulés de façon opposée, c'est-à-dire que le 
système flagellaire est moins exprimé et les bactéries moins mobiles lorsque le SST3 est très 
actif et vice versa (Soscia et al. 2007). 
Certaines protéines de ces deux systèmes seraient même capables d’interagir entre elles, du 
fait des fortes similarités (Stone et al. 2010). 
 
B. L’assemblage du système  
Le SST3 est constitué de plus de vingt protéines, qui s’assemblent en une « seringue 
moléculaire », appelée l’injectisome, traversant les deux membranes bactériennes et la 
membrane de la cellule eucaryote cible. Très conservé structurellement et fonctionnellement 
chez de nombreuses bactéries Gram négatif, il est composé par plusieurs sous-ensembles 
protéiques (Blocker et al. 1999) :  
- une protrusion cytoplasmique,  
- le corps basal, au niveau des membranes bactériennes,  
- l’aiguille de sécrétion, à l’extérieur de la bactérie, 
- le translocon, inséré dans la membrane eucaryote. 
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Le SST3 permet l’injection d’effecteurs dans le cytoplasme de la cellule hôte. Avant 
leur sécrétion, les substrats du SST3 sont en général maintenus en association avec des 
chaperonnes spécifiques dans le cytoplasme bactérien. 
 
Les injectisomes de plusieurs espèces bactériennes ont pu être purifiés et observés par 





Figure 17 : Le SST3 
a) Cliché de microscopie électronique du SST3 de Shigella flexneri. La barre mesure 100 nm 
(Blocker et al. 2001).  
b) Schéma hypothétique du SST3 de P. aeruginosa. 
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1) Les chaperonnes cytoplasmiques  
Dans le cytoplasme bactérien, les différents substrats du SST3 sont maintenus inactifs 
et sous forme partiellement dépliée par des chaperonnes spécifiques. L’interaction entre les 
substrats et leurs chaperonnes est facilitée par la proximité de leurs gènes, et donc des 
protéines nouvellement synthétisées. Il existe au moins trois classes de chaperonnes 
impliquées dans la prise en charge des substrats du SST3 (Wilharm et al. 2007).  
 
Les chaperonnes de classe I ont une structure conservée malgré une séquence très 
variable. Elles peuvent se lier à un substrat unique (classe IA) ou bien à plusieurs substrats 
(classe IB). Leurs substrats sont notamment les effecteurs du SST3. Elles se présentent sous 
forme dimériques pour lier une séquence située dans les 80 acides aminés Nterminaux de leur 
substrat (Akeda et al. 2005). En particulier, les chaperonnes IB reconnaissent la séquence 
consensus (L ou M ou I ou F)XXX(I ou V)XX(I ou V)XN (Costa et al. 2012). Lorsque la 
chaperonne interagit avec son substrat, le domaine de liaison du substrat passe généralement 
d’un état désordonné à un état ordonné (Rodgers et al. 2010 ; Rodgers et al. 2008). En 
l’absence de chaperonnes, les substrats sont sécrétés de façon non spécifique par l’appareil 
flagellaire ou rapidement dégradés (Lee et al. 2003 ; Fu et al. 1998). Parfois, la traduction de 
l’effecteur est initiée seulement lorsque sa chaperonne a été traduite. C’est par exemple le cas 
du complexe chaperonne-effecteur SicP-SptP chez Salmonella (Button et al. 2011). 
 
Les chaperonnes de classe II interagissent avec les protéines appartenant à une partie 
bien définie du SST3, appelée le translocon. La chaperonne PcrH possède un domaine avec 
un repliement tétratricopeptide (TPR), dont la structure est en forme de coupe (Figure 18). La 
région concave de cette région TPR est le siège de l’interaction soit avec le domaine N-
terminal de la protéine mineure du translocon PopD soit avec la protéine majeure PopB (Job 
et al. 2010 ; Broms et al. 2006). Les complexes de ratio 1 :1 sont ainsi formés entre la 
chaperonne et son substrat (Faudry et al. 2006).  
 
Enfin, la seule chaperonne hétérodimérique de classe III, constituée de PscE et de 
PscG, empêche la polymérisation prématurée de l’aiguille. Le domaine TPR de PscG permet 
de capturer le domaine C terminal de la protéine de l’aiguille dans sa région concave mais 
aussi d’interagir avec PscE par sa région convexe, comme montré sur la Figure 18 (Quinaud 
et al. 2005).  
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Figure 18 : Structures de chaperonnes cytoplasmiques du SST3. 
a) Structure de la chaperonne PcrH, avec son domaine TPR (Job et al. 2010) 
b) Structure de la chaperonne hétérodimérique PscE-PscG en bleu et vert avec son substrat PscF en 
rouge (Quinaud et al. 2005). 
 
2) La base cytoplasmique du SST3 : le C-ring 
L’ATPase PscN (pour Pseudomonas Secretion Component) du système de sécrétion 
est localisée dans le cytoplasme mais est associée à la membrane interne. Elle s’assemble sous 
forme d’hexamère et a un rôle essentiel dans l’activité du SST3. Il a été proposé qu’elle soit 
impliquée dans l’apport d’énergie pour la sécrétion des protéines ou qu’elle ait un rôle dans la 
dépliement des protéines à exporter et dans leur dissociation de leurs chaperonnes 
cytoplasmiques. Les caractéristiques et activités potentielles de l’ATPase seront développées 
dans la partie suivante. L’ATPase a deux partenaires, la protéine PscK et le régulateur PscL, 
qui inhibe son activité (Blaylock et al. 2006). Ce complexe interagit avec un anneau 
cytoplasmique constitué par oligomérisation de PscQ, appelé l’anneau cytoplasmique ou C-
ring (Cornelis 2006 ; Morita-Ishihara et al. 2006).  
 
3) Le corps basal 
Le corps basal du SST3 est composé de structures annulaires insérées dans les 
membranes interne et externe de la bactérie. Son assemblage en une structure cylindrique de 
300Å de hauteur et 240Å de large a été étudié chez les bactéries Yersinia spp., Salmonella 
enterica, Shigella flexneri et EPEC (Marlovits et al. 2004 ; Blocker et al. 2001) et est très 
conservé. Les trois principales protéines de la base sont PscC dans la membrane externe et 
PscD et PscJ dans la membrane interne. 
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Dans la membrane interne, la protéine PscD s’assemblerait en un complexe d’environ 
18 sous-unités. Son domaine cytoplasmique interagirait avec la lipoprotéine PscJ (Gamez et 
al. 2012). L’oligomère de PscJ serait constitué de 24 sous-unités, ancrées à la membrane 
externe par lipidation N-terminale et insérées dans la membrane interne. La structure 
annulaire ainsi formée mesure 180Å de diamètre et 52Å de haut (Crepin et al. 2005 ; Yip et 
al. 2005). Les protéines PscR, S, T, U et V seraient également insérées dans la membrane 
interne (Zenk et al. 2007). Dans le périplasme, la tige interne composée de 5 à 10 sous-unités 
de PscI serait impliquée dans le changement de la spécificité des substrats (Yip et al. 2005).  
 
L’anneau de la membrane externe est constitué d’un complexe de 12 à 14 sous-unités 
de sécrétine PscC, comme détaillé dans la partie 2) de ce chapitre. 
Les différents composants de la base du SST3 sont exportés par la voie générale de sécrétion 
Sec (Burns et al. 2008). Chez les bactéries, deux voies permettent le passage de protéines à 
travers la membrane cytoplasmique des bactéries : la voie Sec et la voie Tat. La voie Sec 
transporte les protéines sous forme dépliée, tandis que la voie Tat les transporte déjà repliées. 
Les protéines du corps basal du SST3 seraient donc acheminées à travers la membrane interne 
sous forme dépliée (Manting et al. 2000 ; Natale et al. 2008). 
 
Enfin, la protéine PscI, la tige interne du système, sert de base pour la polymérisation 
de l’aiguille et est importante pour la stabilité de l’aiguille (Ghosh 2004). 
 
4) L’aiguille de sécrétion 
Indispensable à l’injection des effecteurs dans la cellule eucaryote, l’aiguille de 
sécrétion mesure 60 à 80 nm de long, 6 à 7 nm de diamètre externe et environ 2,7 nm de 
diamètre interne. Elle est formée par oligomérisation d’environ 140 sous-unités de la petite 
protéine PscF, dans le prolongement de la tige interne (Pastor et al. 2005). Cette protéine 
présente 69% de similarité avec la protéine de l’aiguille chez Yersinia spp.,, suggérant une 
homologie d’assemblage et de fonction. L’aiguille s’assemblerait en une structure hélicoïdale, 
comprenant 11 sous-unités de PscF en 2 tours (Loquet et al. 2012). L’orientation de la 
protéine PscF dans l’aiguille est toujours controversée : certains auteurs ont montré que 
l’hélice  sur la face interne de l’aiguille est constituée par le domaine Nterminal (Fujii et al. 
2012) tandis que d’autres ont démontré qu’il s’agit du domaine Cterminal (Loquet et al. 
2012). La présence d’une mutation L54V bloque la sécrétion des sous-unités de YscF et par 
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conséquent la sécrétion des substrats suivants, bien que les propriétés biochimiques de la 
protéine restent identiques in vitro (capacité à oligomériser, taille, …) (Davis et al. 2010). 
 
PscF a la capacité de polymériser spontanément en solution. Deux chaperonnes, PscE 
et PscG, empêchent la polymérisation prématurée de l’aiguille dans le cytoplasme bactérien, 
comme expliqué dans la partie III-B-1). Elles sont indispensables à la formation du complexe 
de sécrétion de type III (Quinaud et al. 2005).  
 
La taille de l’aiguille est finement contrôlée. Malgré une longueur similaire, le 
contrôle de la taille de l’aiguille est différent chez Yersinia de chez Shigella et Salmonella. 
Chez ces dernières bactéries, il dépend de l’assemblage de la tige interne (Marlovits et al. 
2006). Chez P. aeruginosa, la protéine PscP pourrait être, comme son homologue YscP chez 
Yersinia, la « règle moléculaire » du système. En effet, la taille de cette protéine ainsi que sa 
teneur en hélices est directement corrélée à la longueur de l’aiguille (Journet et al. 2003) ; 
(Wagner et al. 2009). La sécrétion d’une seule protéine de YscP permet de contrôler la taille 
de l’aiguille (Agrain et al. 2005 ; Wagner et al. 2010). Elle serait liée à la fois à la base du 
SST3, via un partenaire protéique qui pourrait être YscU, et à l’extrémité de l’aiguille 
grandissante par son domaine N-terminal, via un partenaire inconnu ou bien en étant 
accrochée en haut de l’aiguille telle une ombrelle (Wagner et al. 2010). 
 
Environ 50 à 100 aiguilles par bactéries ont été dénombrées chez Yersinia 
enterocolitica (Ghosh 2004 ; Hoiczyk et al. 2001). 
 
5) Le translocon 
Le translocon, situé en haut de l’aiguille, est constitué de trois protéines : les protéines 
hydrophobes PopB et PopD (pour Pseudomonas Outer Protein) et la protéine hydrophile 
PcrV (pour Pseudomonas Low Calcium Response). 
 
Les protéines PopB, de 45 kDa, et PopD, de 31 kDa, possèdent deux régions et une 
région transmembranaires respectivement (Goure et al. 2004). Elles s’assemblent en 
oligomère pour former un pore de 40Å de diamètre interne et de 80Å de diamètre externe 
dans la membrane eucaryote cible, à l’extrémité de l’aiguille (Schoehn et al. 2003). Elles ont 
en effet la capacité de former des anneaux spontanément dans des membranes, y compris in 
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vitro sur des liposomes dont la composition est proche des membranes eucaryotes (présence 
de cholestérol et de phospholipides tels que la phosphatidylsérine) (Schoehn et al. 2003). 
Les mutants de P. aeruginosa délétés des gènes correspondants, popB et popD, sont non 
cytotoxiques envers les cellules eucaryotes. Les deux protéines sont donc indispensables à la 
translocation (Goure et al. 2004). D’après des modèles d’infections pulmonaires réalisées sur 
des souris par des souches ne possédant pas d’exotoxines, PopB semble même avoir un rôle 
direct dans la pathogénicité. En effet, la présence de PopB conduit à une augmentation de la 
mortalité des souris, à une diminution de la clairance bactérienne, et à une mort des 
macrophages par nécrose pro-inflammatoire avec une perméabilisation membranaire (Galle et 
al. 2012). En l’absence de PopD, la protéine PopB s’insère toujours dans la membrane mais 
cela n’est pas suffisant pour permettre la translocation. 
Dans le cytoplasme bactérien, PopB et PopD sont maintenus à l’état monomérique par leur 
chaperonne commune, PcrH, à laquelle ils s’associent dans un ratio 1:1, comme expliqué dans 
la partie III-B-1) de ce chapitre (Faudry et al. 2006 ; Schoehn et al. 2003 ; Job et al. 2010). Le 
domaine transmembranaire de PopD est capturé au cœur de la chaperonne (Faudry et al. 
2007). 
 
La protéine PcrV, de 32kDa, est la protéine située à la pointe du système. Elle 
s’assemble en un pentamère, en forme de cloche, à l’extrémité de l’aiguille (voir Figure 14) 
(Mattei et al. 2011 ; Cornelis 2006). 
Outre son rôle très important dans la virulence, elle est indispensable à la formation du pore 
dans la membrane eucaryote. En son absence, la protéine PopB s’insère correctement dans la 
membrane eucaryote mais pas PopD, et les effecteurs sont sécrétés dans le milieu 
extracellulaire au lieu d’être injectés dans le cytoplasme de la cellule cible (Goure et al. 2004 ; 
Nordfelth et al. 2001 ; Gebus et al. 2008). De plus, la liaison de PcrV à PcrG lors de 
l’activation du système permettrait de débloquer la porte de sécrétion (Nanao et al. 2003). 
 
6) Les exotoxines 
Les exotoxines ExoS, T, U et Y sont injectées dans le cytoplasme de la cellule 
eucaryote afin de détourner ses principales fonctions. Leurs activités ont été décrites plus 
précisément dans la partie II-B-6). Ces toxines possèdent un signal de sécrétion à l’extrémité 
N terminale, constitué d’une séquence dégénérée et de structure désordonnée de 10-15 
résidus. Ce signal est suffisant pour la sécrétion mais pas pour la translocation dans la cellule 
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cible. Le domaine de liaison à la chaperonne, présent dans les 80 premiers acides aminés, est 
nécessaire à la translocation (Rodgers et al. 2010). 
La chaperonne SpcS (pour Specific Pseudomonas Chaperone for ExoS) interagit avec 
les exotoxines ExoS et ExoT, tandis que la protéine SpcU est la chaperonne de ExoU (Shen et 
al. 2008 ; Finck-Barbancon et al. 1998). 
 
C. Importance du SST3 lors d’infections et enjeux thérapeutiques 
La présence d’un SST3 actif est associée avec de mauvais pronostics cliniques et à des 
infections plus graves. En effet, 89% des isolats cliniques provenant d’infections pulmonaires 
aiguës possèdent le SST3 contre seulement 41% des isolats de patients atteints de 
mucoviscidose (Roy-Burman et al. 2001 ; Ledizet et al. 2012). 
De plus, diverses études ont démontré l’implication du SST3 dans la sévérité de l’infection. 
Ainsi, chez les patients atteints de bactériémie, des chocs septiques ont lieu chez 43% des 
personnes infectées par des souches ayant un SST3 fonctionnel et chez seulement 23% des 
autres personnes. Dans le cas de bactériémie comme de pneumonie acquise sous ventilation 
mécanique, la sécrétion de la protéine PcrV est directement corrélée  avec une mortalité 
accrue. Cette corrélation est renforcée lorsque l’une des toxines ExoS, ExoT ou ExoU est 
sécrétée (Zhuo et al. 2008 ; Roy-Burman et al. 2001 ; Hauser et al. 2002). L’importance du 
SST3 lors d’infections aiguës a également été observée in vitro sur des modèles d’infection 
(Sun et al. 2012 ; Sawa et al. 1998). 
Enfin, les traitements déployés sont peu efficaces contre les souches ayant un SST3 actif, 
quelque soit le profil de résistance aux antibiotiques (El-Solh et al. 2012).  
Etant donné l’incidence négative du SST3 à la fois sur la mortalité et la morbidité, il 
est important de comprendre le fonctionnement de ce système afin de développer de nouveaux 
médicaments pour lutter contre la bactérie.  
 
Une première étude a révélé qu’un composé dérivé de benzimidazole est un inhibiteur 
efficace de ExsA, l’activateur transcriptionnel du SST3. Cette molécule est capable d’inhiber 
l’activité du SST3 et la virulence dans des modèles de pneumonies chez les souris (Gay 
2007). D’autres études ont été menées sur différentes espèces bactériennes, telles que P. 
aeruginosa, Yersinia spp. Chlamidiae spp., S. flexneri ou Salmonella spp.,  afin d’identifier 
des inhibiteurs bloquant l’activité du SST3 (Aiello et al. 2010 ; Keyser et al. 2008 ; Pan et al. 
2007). 
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Pour cela, des chimiothèques ont été criblés afin de détecter les molécules chimiques 
permettant d’inhiber la sécrétion des effecteurs, ainsi que l’injection des effecteurs dans les 
cellules cibles et/ou la cytotoxicité dépendant du SST3. Les molécules de la famille des 
sulfonylaminobenzanilides ainsi qu’une phenoxyacetamide sont prometteuses mais d’autres 
essais sont nécessaires pour valider leur efficacité et les optimiser. 
Récemment, un thiadiazinon a été synthétisé, basé sur les inhibiteurs du SST3 déjà existants. 
Il permet d’inhiber l’infection des bactéries de la famille des Chlamydiae (Zigangirova et al. 
2012). 
Enfin, un facteur anti-microbien produit naturellement par les cartilages humains, le CA-AMF 
(pour Cartilage Associated Antimicrobial Factor), est particulièrement efficace contre les 
souches de P. aeruginosa possédant un SST3 fonctionnel (Mahmood et al. 2013). 
 
Une autre stratégie est la vaccination par des protéines du SST3. La protéine de la 
pointe de l’aiguille, PcrV, s’est montrée efficace dans des modèles animaux (Song et al. 
2012). Des essais ont aussi été réalisés pour mettre au point un vaccin multivalent, contenant 
les protéines de la pointe de plusieurs pathogènes bactériens (Markham et al. 2010). Enfin, la 
vaccination par des souches de Yersinia pestis délétées de l’ATPase du SST3, appelées yscN 
confère une protection convenable à des souris (Bozue et al. 2012). En effet, les souris 
vaccinées 60 jours avant l’infection par injections de doses allant de 103 à 106 bactéries yscN 
ont un taux de survie 21 jours post infection allant de 60% à 90% (selon la dose de bactéries 
utilisées pour la vaccination), alors qu’aucune des souris non vaccinée n’a survécu (Bozue et 
al. 2012). 
 
D. Régulation et activation du SST3 
Le SST3 est activé lors du contact de la bactérie avec une cellule eucaryote (Vallis et 
al. 1999). Le système est alors assemblé et les effecteurs sont sécrétés directement dans la 
cellule cible. Le SST3 peut également être induit de façon artificielle in vitro par une 
déplétion en calcium ou bien dans une moindre mesure par la présence de sérum (Mattmann 
et al. 2010 ; Yahr et al. 1994). Il est également possible de stimuler la sécrétion par une forte 
concentration en sel NaCl (Hornef et al. 2000). Par ailleurs, la toxine ExoS contrôlerait sa 
propre translocation, c'est-à-dire qu’elle permettrait d’inhiber sa translocation une fois que les 
cellules eucaryotes sont intoxiquées (Cisz et al. 2008). 
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D’un point de vue moléculaire, la cascade de régulation transcriptionnelle implique 
quatre protéines, ExsA, ExsC, ExsD et ExsE (Figure 19). La protéine ExsA, appartenant à la 
famille des régulateurs transcriptionnels de XylS-AraC est l’activateur des gènes du SST3 
(Hovey et al. 1995). Lorsque le SST3 n’est pas induit, les protéines ExsC et ExsE forment un 
complexe dans le cytoplasme tandis que la protéine ExsD forme un complexe 1:1 avec 
l’activateur ExsA, bloquant ainsi l’activation de la transcription des gènes du SST3 (Thibault 
et al. 2009). Lors de l’activation du SST3, la protéine ExsE est sécrétée par l’aiguille du 
système (Rietsch et al. 2005). La protéine ExsC est alors disponible et interagit avec une forte 
affinité avec ExsD, libérant ainsi l’activateur ExsA. ExsA se lie finalement à l’ADN pour 




Figure 19 : Activation du SST3 chez P. aeruginosa en réponse à de faibles concentrations en 
calcium 
(Schéma adapté de (Rietsch et al. 2005)) 
 
E. Hiérarchie d’assemblage du SST3 
L’assemblage du SST3 s’effectue en plusieurs étapes finement contrôlées (Deane et al. 
2010). Les principales étapes sont décrites dans la figure ci-dessous. 
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Figure 20 : Principales étapes de l’assemblage du SST3 de P. aeruginosa. 
Ce modèle est hypothétique. Les substrats à sécréter sont séparés de leurs chaperonnes puis 
exportés. L’activité ATPase serait indispensable pour cette étape. L’aiguille serait tout d’abord 
assemblée par oligomérisation des sous-unités PscF, puis la protéine de pointe PcrV serait 
transportée à l’extrémité de l’aiguille. Ensuite le pore de translocation, constitué de PopB et PopD 
serait formé et permettrait de perforer la membrane de la cellule eucaryote. Enfin, les toxines 
seraient sécrétées dans le cytoplasme eucaryote. 
 
Plusieurs modèles, parfois incompatibles, ont été proposés pour expliquer le 
changement des substrats une fois que le bloc précédent est assemblé. Les mécanismes de 
changement des substrats peuvent également différer d’une espèce à l’autre. Dans ce cas, 
seuls les modèles proposés chez Yersinia, dont le SST3 est très proche de celui de P. 
aeruginosa, seront abordés. 
La première étape est l’insertion de la base du système dans les membranes. Par 
homologie avec des études menées chez Yersinia, les premiers éléments à être localisés 
seraient la sécrétine PscC dans la membrane externe et les protéines majeures de la membrane 
interne PscD et PscJ. S’ajouteraient ensuite les composants cytosoliques, c’est-à-dire l’anneau 
cytosolique PscQ, l’ATPase et les protéines interagissant avec elle (Diepold et al. 2010).  
Chapitre I – Données bibliographiques – III. Le Système de Sécrétion de Type III 
- 57 - 
D’après une étude réalisée chez Salmonella, le complexe de protéines homologues à PscQ-K-
L constituerait une plateforme de tri pour préparer les substrats à sécréter dans le bon ordre. 
Ce complexe reconnaitrait les chaperonnes des différents substrats (Lara-Tejero et al. 2011). 
Cette plateforme peut également inclure d’autres protéines, telles que l’ATPase du système. 
Les protéines homologues à PscQ et à l’ATPase PscN interagissent d’ailleurs avec des 
substrats de sécrétion du SST3 chez de nombreuses espèces bactériennes, telles que E. coli, 
Salmonella ou Shigella (Morita-Ishihara et al. 2006 ; Spaeth et al. 2009 ; Biemans-Oldehinkel 
et al. 2011 ; Johnson et al. 2008 ; Boonyom et al. 2010 ; Lorenz et al. 2012). 
L’étape suivante est l’assemblage de la tige interne et de l’aiguille (Marlovits et al. 
2010). Outre la règle moléculaire PscP, chargée de contrôler la taille de l’aiguille, la protéine 
PscU serait aussi impliquée dans le changement de spécificité des substrats. Des études ont 
montré que la protéine homologue à PscU chez Yersinia, localisée dans la membrane interne, 
a la particularité de posséder une boucle cytosolique autoclivable en son extrémité C-
terminale. L’inhibition de son autoclivage conduit à des aiguilles de tailles variées et a une 
absence de sécrétion des translocateurs. L’autoclivage de PscU serait donc responsable du 
changement de spécificité des substrats pour débloquer la sécrétion des translocateurs 
(Bjornfot et al. 2009). L’autoclivage de PscU pourrait survenir lorsque l’aiguille a atteint la 
taille prévue par PscP, comme proposé dans un premier modèle. L’information serait 
transmise à PscU via une autre protéine cytoplasmique, PscO (Riordan et al. 2008). Selon un 
autre modèle, le changement de spécificité des substrats serait contrôlé par l’achèvement de la 
tige interne, PscI, et non pas de l’aiguille en tant que telle. Ce changement serait toujours 
effectué par PscP et PscU via la régulation de la sécrétion de la tige interne PscI (Wood et al. 
2008).  
Une fois la formation de l’aiguille accomplie, les protéines de la pointe et du pore de 
translocation sont exportées. Lors du contact avec la cellule cible, il a été proposé que le pore 
s’insère dans la membrane eucaryote. La sécrétion des effecteurs serait ensuite déclenchée par 
un changement conformationnel à la pointe de l’aiguille, qui serait transmis le long de 
l’aiguille puis de la tige interne jusqu’à une protéine appelée PopN (Cherradi et al. 2013 ; 
Dewoody et al. 2013). Cette dernière interagirait avec la tige interne et avec Pcr1 dans le 
cytoplasme. Tout comme les protéines PcrV et PcrG, elles contribueraient à inhiber 
l’expression et la sécrétion des effecteurs tant qu’il n’y a pas contact avec la cellule cible (Lee 
et al. 2010 ; Sundin et al. 2004 ; Yang et al. 2007 ; Yang et al. 2007). 
 La sécrétion de PopN a ensuite pour conséquence de débloquer la sécrétion des effecteurs 
(Pallen et al. 2005). 
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IV. L’ATPase du SST3 
 
L’ATPase PscN de P. aeruginosa a un rôle primordial dans l’activité du SST3. Elle 
présente de fortes homologies avec les ATPases de la superfamille AAA (pour ATPases 
associated with diverse cellular activities) ainsi qu’avec diverses familles d’enzymes telles 
que la sous-unité β des ATPases F0F1 et l’ATPase du système flagellaire. 
L’ATPase du SST3 a pu être caractérisée d’un point de vue enzymatique et biochimique chez 
certaines espèces bactériennes, chez qui elle prend en charge les complexes chaperones-
effecteurs pour les préparer à leur sécrétion. 
Cependant, de nombreuses questions subsistent quant à son activité précise. Par exemple, son 
implication dans la prise en charge des complexes chaperones-substrats du SST3 autres que 
les effecteurs, ou bien son rôle dans la spécificité des substrats, ou encore sa participation à la 
sécrétion en tant que telle ne sont pas connus. Enfin, étant donné son importance dans le 
fonctionnement du SST3, des applications thérapeutiques basées sur l’inhibition de son 
activité sont envisagées. 
 
A. Caractéristiques de l’ATPase du SST3  
Les ATPases sont des enzymes présentes dans tous les organismes vivants, des 
cellules eucaryotes aux procaryotes. Elles sont capables de catalyser la réaction suivante de 
synthèse ou d’hydrolyse de l’Adénosine Tri Phosphate (ATP) en Adénosine Di Phosphate 
(ADP) : ATP   ADP + phosphate. L’énergie libérée lors de l’hydrolyse de l’ATP peut 
ensuite être utilisée pour catalyser une autre réaction. Le site de liaison de l’ATP est très 
conservé. Il consiste en une séquence consensus d’acides aminés, appelée Walker A : 
Glycine-X-X-X-X-Glycine-Lysine-(Thréonine ou Sérine). Le site catalytique permettant 
l’hydrolyse de l’ATP est situé dans la séquence Walker B : (Arginine/Lysine)-X-X-X-X-
Glycine-X-X-X-X-Lysine-h-h-h-h-acide aspartique, où h représente un acide aminé 
hydrophobe (Wiese et al. 2006) ; (Gomez et al. 2002). 
Les ATPases des SST3 sont indispensables au fonctionnement du système. Elles ont 
été étudiées chez quelques microorganismes, apportant des indications sur leur mode de 
fonctionnement et leurs cibles probables. 
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1) Similarités entre diverses ATPases  
Les ATPases sont très conservées parmi les SST3, avec 40-50% d’identité de 
séquence d’acides aminés (Zarivach et al. 2007). La Figure 21 présente un alignement entre 
les séquences de l’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa et ses homologues. 
 
Les ATPases des SST3 bactériens présentent de fortes similarités de séquence, mais 
aussi de structure et d’activité, avec les ATPases des systèmes flagellaires et dans une 
moindre mesure avec les ATPases de la famille AAA ou bien avec la sous-unité  des 
ATPases FOF1. 
Les ATPases de la famille AAA ont, comme leur nom l’indique, un rôle important 
dans différentes activités cellulaires. Elles sont par exemple impliquées dans la protéolyse, le 
repliement des protéines, le transport membranaire, la réplication de l’ADN, … Pour cela, 
leurs fonctions peuvent être de déplier les protéines, de désassembler des complexes stables 
protéine-protéine, ou bien de servir de moteur moléculaire. Elles sont généralement 
assemblées en hexamère, avec parfois une
 
septième unité différente. Cette oligomérisation 
permet d’augmenter leur activité enzymatique. De plus, la liaison des ATPases avec leurs 
protéines cibles est très forte en présence d’ATP mais faible en présence d’ADP, c'est-à-dire 
une fois qu’elles ont hydrolysé l’ATP (Vale 2000). 
Les ATPases FOF1 sont présentes dans tous les organismes procaryotes et eucaryotes. 
Elles sont composées d’un domaine membranaire F0 et d’un domaine cytosolique F1. Le 
domaine F1 consiste en un hexamère constitué de trois sous-unités  et de trois sous-unités . 
Le passage d’un flux de protons permet la rotation d’une sous-unité du domaine F0. Cette 
rotation conduirait à un changement de conformation du domaine F1 qui aboutirait à la 
synthèse d’ATP. A l’inverse, ces ATPases sont capables in vitro de coupler l’hydrolyse de 
l’ATP à un mouvement de rotation. Les sous-unités , similaires à l’ATPase du SST3, sont 
responsables de l’activité catalytique. Les sites catalytiques se trouvent à l’interface entre 
deux sous-unités  et  adjacentes (Dittrich et al. 2004). 
L’ATPase des systèmes flagellaires, quant à elle, utilise l’énergie libérée par 
l’hydrolyse de l’ATP pour participer à l’export de protéines flagellaires. Elle est donc 
indispensable à la formation des flagelles (Macnab 2004 ; Berg 2003). Elle est activée de 
façon coopérative lorsqu’elle s’assemble en hexamères (Imada et al. 2007 ; Claret et al. 2003). 
De plus, la surexpression de cette enzyme permet l’assemblage des flagelles même en 
l’absence des protéines de l’anneau cytosolique (Konishi et al. 2009 ; Erhardt et al. 2010). 
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PscN-P.aeruginosa      ------------------------------------------------------------  
YscN-Y.enterocolitica  ------------------------------------------------------------  
HrcN-X.campestris      ------------------------------------------------------------ 
EscN-EPEC              --------------------------------------------------MISEHDSVLE 10 
InvC-Salmonella spp    ------------------------------------------------------------  
Spa47-S.flexneri       ------------------------------------------------------------  
 
PscN-P.aeruginosa      MPAPLSPLIVRMRHAIEGCRPIQIRGRVTQVTGTLLKAVVPGVRIGELCQLRN--PDQSL 60 
YscN-Y.enterocolitica  MLS-LDQIPHHIRHGIVGSRLIQIRGRVTQVTGTLLKAVVPGVRIGELCYLRN--PDNSL 59 
HrcN-X.campestris      MLAETPLLETTLERELATLAVGRRYGKVVEVVGTMLKVAGVQVSLGEVCELRQ--RDGTL 60 
EscN-EPEC              KYPRIQKVLNSTVPALSLNSSTRYEGKIINIGGTIIKARLPKARIGAFYKIEP------S 70 
InvC-Salmonella spp    ---------------MKTPRLLQYLAYPQKITGPIIEAELRDVAIGELCEITPWLAPKTG 45 
Spa47-S.flexneri       ---------------MSYTKLLTQLSFPNRISGPILETSLSDVSIGEICNIQAGIESNEI 45 
 
PscN-P.aeruginosa      ALLAEVIGFQQHQALLTPLGEMLGVSSNTEVSPTGGMHRVAVGEHLLGQVLDGLGRPFD- 117 
YscN-Y.enterocolitica  SLQAEVIGFAQHQALLIPLGEMYGISSNTEVSPTGTMHQVGVGEHLLGQVLDGLGQPFD- 116 
HrcN-X.campestris      LQRAEVVGFSRDLALLAPFGELIGLSRETRVIGLGRPLAVPVGPALLGRVLDGLGEPSD- 117 
EscN-EPEC              QRLAEVIAIDEDEVFLLPFEHVSGMYCGQWLSYCGDEFKIRVGDALLGRLIDGIGRPME- 123 
InvC-Salmonella spp    CCTCAGGWLTAGTHRADAYRNCQGLSRDVVLYPTGRALSAWVGYSVLGAVLDPTGKIVER 105 
Spa47-S.flexneri       VARAQVVGFHDEKTILSLIGNSRGLSRQTLIKPTAQFLHTQVGRGLLGAVVNPLGEVTDK 105 
         
PscN-P.aeruginosa      GSPPAEPAAWYP-VYRDAPQPMSRRLIERPLSLGVRAIDGLLTCGEGQRMGIFAAAGGGK 176 
YscN-Y.enterocolitica  GGHLPEPAAWYP-VYQDAPAPMSRKLITTPLSLGIRVIDGLLTCGEGQRMGIFAAAGGGK 175 
HrcN-X.campestris      GQGAIACDTWVP-IQAQAPDPMRRRLIEHPMPTGVRIVDGLMTLGEGQRMGIFAAAGVGK 176 
EscN-EPEC              SNIVAPYLPFERSLYAEPPDPLLRQVIDQPFILGVRAIDGLLTCGIGQRIGIFAGSGVGK 84 
InvC-Salmonella spp    FTPEVAPISEERVIDVAPPSYASRVGVREPLITGVRAIDGLLTCGVGQRMGIFASAGCGK 165 
Spa47-S.flexneri       FAVTDNSEILYRPVDNAPPLYSERAAIEKPFLTGIKVIDSLLTCGEGQRMGIFASAGCGK 165 
 
PscN-P.aeruginosa      STLLASLVRNAEVDVTVLALVGERGREVREFIESDLGEQGLRRSVLVVATSDRPAMERAK 236 
YscN-Y.enterocolitica  STLLASLIRSAEVDVTVLALIGERGREVREFIESDLGEEGLRKAVLVVATSDRPSMERAK 235 
HrcN-X.campestris      STLMGMFARGTQCDVNVIVLIGERGREVREFIELILGADGLARSVVVCATSDRSSIERAK 236 
EscN-EPEC              STLLGMICNGASADIIVLALIGERGREVNEFLALLP-QSTLSKCVLVVTTSDRPALERMK 143 
InvC-Salmonella spp    TMLMHMLIEQTEADVFVIGLIGERGREVTEFVDMLRASHKKEKCVLVFATSDFPSVDRCN 225 
Spa47-S.flexneri       TFLMNMLIEHSGADIYVIGLIGERGREVTETVDYLKNSEKKSRCVLVYATSDYSSVDRCN 225 
 
PscN-P.aeruginosa      AGFVATSIAEYFRDQGRRVLLLMDSLTRFARAQREIGLAAGEPPTRRGYPPSVFAALPRL 296 
YscN-Y.enterocolitica  AGFVATSIAEYFRDQGKRVLLLMDSVTRFARAQREIGLAAGEPPTRRGYPPSVFAALPRL 295 
HrcN-X.campestris      AAYVGTAIAEYFRDRGLRVLLMMDSLTRFARAQREIGLAAGEPPTRRGFPPSVFAELPRL 296 
EscN-EPEC              AAFTATTIAEYFRDQGKNVLLMMDSVTRYARAARDVGLASGEPDVRGGFPPSVFSSLPKL 203 
InvC-Salmonella spp    AAQLATTVAEYFRDQGKRVVLFIDSMTRYARALRDVALASGERPARRGYPASVFDNLPRL 285 
Spa47-S.flexneri       AAYIATAIAEFFRTEGHKVALFIDSLTRYARALRDVALAAGESPARRGYPVSVFDSLPRL 285 
 
PscN-P.aeruginosa      MERAGQSERG-SITALYTVLVEGDDMSEPVADETRSILDGHIVLSRKLAAANHYPAIDVL 355 
YscN-Y.enterocolitica  MERAGQSSKG-SITALYTVLVEGDDMTEPVADETRSILDGHIILSRKLAAANHYPAIDVL 354 
HrcN-X.campestris      LERAGMGESG-SITAFYTVLAEDDTGSDPIAEEVRGILDGHLILSREIAAKNQYPAIDVL 355 
EscN-EPEC              LERAGPAPKG-SITAIYTVLLESDNVNDPIGDEVRSILDGHIVLTRELAEENHFPAIDIG 262 
InvC-Salmonella spp    LERPGGTSEG-SITAFYTVLLESEEEADPMADEIRSILDGHLYLSRKLAGQGHYPAIDVL 344 
Spa47-S.flexneri       LERPGKLKAGGSITAFYTVLLEDDDFADPLAEEVRSILDGHIYLSRNLAQKGQFPAIDSL 345 
 
PscN-P.aeruginosa      HSVSRVMNQIVDDDQRHAAGRLREWLAKYEEVELLLKIGEYQKGQDSEADRAIEKIG-AI 414 
YscN-Y.enterocolitica  RSASRVMNQIVSKEHKTWAGDLRRLLAKYEEVELLLQIGEYQKGQDKEADQAIERMG-AI 413 
HrcN-X.campestris      ASLSRVMSQIVPYDHSQAAGRLRRLLAKYNEVETLVQVGEYRQGSDAVADEAIDRID-AI 414 
EscN-EPEC              LSASRVMHNVVTSEHLRAAAECKKLIATYKNVELLIRIGEYTMGQDPEADKAIKNRK-LI 321 
InvC-Salmonella spp    KSVSRVFGQVTTPTHAEQASAVRKLMTRLEELQLFIDLGEYRPCAKISITIGRCRCGDSL 404 
Spa47-S.flexneri       KSISRVFTQVVDEKHRIMAAAFRELLSEIEELRTIIDFGEYKPGENASQDKIYNKIS-VV 404 
 
PscN-P.aeruginosa      RQWLRQGTHETSDYAQACAQLRSLCT-- 440 
YscN-Y.enterocolitica  RGWLCQGTHELSHFNETLNLLETLTQ-- 439 
HrcN-X.campestris      RDFLSQPTDQLSAYENTLELLTSVTDDA 442 
EscN-EPEC              QNFIQQSTKDISSYEKTIESLFKVVA-- 347 
InvC-Salmonella spp    KARLCQPVAQYSSFDDTLSGMNAFADQN 432 




Figure 21 : Alignement des séquences des ATPases des SST3 de différentes bactéries. 
Alignement des séquences de PscN de Pseudomonas aeruginosa, YscN de Yersinia enterocolitica, 
HrcN de Xanthomonas campestris, EscN de Escherichia coli enteropathogénique, InvC de 
Salmonella enterica et Spa47 de Shigella flexneri. Sont indiqués en rouge les acides aminés 
entièrement conservés, en vert les acides aminés conservés fortement et en bleu plus faiblement. Les 
sites Walker A puis Walker B sont surlignés en jaune. L’arginine surlignée en vert, très conservée 
parmi les différentes ATPases, serait imbriquée dans le site catalytique adjacent. Enfin, le domaine 
C-terminal des ATPases serait impliqué dans l’interaction avec des partenaires spécifiques : l’acide 
aminé surligné en bleu serait par exemple responsable de l’interaction de l’ATPase EscN avec un 
complexe chaperonne-effecteur, comme expliqué dans le paragraphe suivant (2). 
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2) Structure et activité enzymatique 
Les ATPases du SST3 de certaines espèces bactériennes ont pu être caractérisées, 
comme YscN chez Yersinia spp., Spa47 chez Shigella, HrcN chez Pseudomonas syringae ou 
Xanthomonas campestris (Zarivach et al. 2007 ; Akeda et al. 2004 ; Blaylock et al. 2006 ; 
Johnson et al. 2008 ; Schroeder et al. 1998 ; Lorenz et al. 2009). Toutes ces enzymes ont des 
caractéristiques communes, tant au niveau de la structure que de l’activité. 
Elles s’assemblent en hexamères ou bien en dodécamères formés par deux hexamères 
empilés (Moraes et al. 2008 ; Akeda et al. 2005 ; Pozidis et al. 2003 ; Muller et al. 2006). Les 
dimensions des anneaux hexamériques formés sont également similaires, avec une hauteur de 
7 nm, un diamètre externe d’environ 11 nm, et un diamètre interne variant entre 2 et 3 nm à 
l’extrémité de l’anneau et entre 3,8 et 5 nm au milieu de l’anneau (Muller et al. 2006) ; 
(Zarivach et al. 2007). 
Le domaine central, contenant les sites Walker A et WalkerB (acides aminés 161 à 
179 et 244 à 260 de PscN, Figure 21), est responsable de l’activité catalytique. Il est situé à 
l’interface entre deux sous-unités adjacentes (Zarivach et al. 2007). 
Leur domaine N terminal pourrait être impliqué dans leur oligomérisation et leur 
stabilisation, ainsi que dans leur localisation à la membrane, comme cela a été suggéré pour 
l’ATPase EscN de EPEC et pour l’ATPase flagellaire FliI (Zarivach et al. 2007 ; Okabe et al. 
2009). Cependant, l’implication de ce domaine dans l’association à la membrane est très 
controversée puisque l’ATPase SsaN du SST3 de l’ilôt de pathogénicité SPI-2 de Salmonella 
enterica est localisée au niveau de la membrane indépendamment de son domaine N-terminal 
(Cooper 2011).  L’ATPase du SST3 est capable de s’assembler correctement même en 
l’absence d’activité catalytique. Concernant sa localisation, des expériences de 
compartimentation cellulaire montrent que l’ATPase est principalement retrouvée dans la 
fraction contenant la membrane interne, bien qu’elle soit prédite comme une protéine 
cytoplasmique (Pozidis et al. 2003). En effet, l’ATPase interagit in vivo avec des protéines du 
SST3 liées fortement à la membrane interne. Ces interactants, conservés parmi les différentes 
espèces bactériennes, sont les homologues aux protéines PscL, PscK et PscQ chez P. 
aeruginosa (Blaylock et al. 2006 ; Stone et al. 2008 ; Johnson et al. 2008). Ils sont également 
homologues à des sous-unités des F0F1 ATPases et à des protéines du système flagellaire.  
Enfin, le domaine C terminal des ATPases du SST3 est moins conservé et serait 
impliqué dans des interactions plus spécifiques avec des substrats du SST3 (Zarivach et al. 
2007 ; Akeda et al. 2004 ; Muller et al. 2006) Par exemple, une modélisation du complexe 
formé entre EscN du SST3 de EPEC et une chaperonne a indiqué l’importance de l’acide 
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aminé V393 du domaine C-terminal de l’ATPase EscN pour leur interaction. La mutation de 




Figure 22 : Caractéristiques des ATPases des SST3 
a) Les domaines de l’ATPase 
b) Modèle de l’hexamère de l’ATPase de E. coli EscN, avec l’ATP représenté en orange à 
l’interface entre chaque sous-unité (Zarivach et al. 2007) 
 
L’activité enzymatique des ATPases du SST3 caractérisées jusqu’à présent suivrait 
une cinétique de Michaelis-Menten, c'est-à-dire qu’elle serait directement liée à la 
concentration en substrat. Elle est de l’ordre de 0,55 µmol de phosphate libéré par minute. Ces 
ATPases sont activées de façon coopérative par homo-oligomérisation (Pozidis et al. 2003 ; 
Stone et al. 2008). La protéine homologue à PscL, qui interagit avec l’ATPase, est capable 
d’inhiber son activité. Il est intéressant de noter que la protéine PscL est homologue à FliH 
dans le système flagellaire et aux sous-unités b et  des F0F1 ATPases. Toutes ces molécules 
ont des rôles d’inhibition de l’ATPase (Minamino et al. 2000 ; Pallen et al. 2006).  
La présence de trop fortes concentrations en ATP, supérieures à 20mM, semble 
également inhiber l’activité enzymatique (Lorenz et al. 2009). A l’inverse, par homologie 
avec les ATPases flagellaires, les phospholipides conduiraient à une suractivation de cette 
enzyme (Claret et al. 2003). 
 
B. L’ATPase est nécessaire à l’activité du SST3 
La forte conservation de séquence, de structure, et d’activité des ATPases du SST3 
parmi différents microorganismes suggère que cette enzyme joue un rôle important dans le 
système. Effectivement, l’ATPase est nécessaire à son fonctionnement. Les souches 
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bactériennes délétées du gène codant pour cette protéine ne sont pas cytotoxiques envers les 
cellules eucaryotes et ne sont pas capables de sécréter les substrats du SST3 (Eichelberg et al. 
1994 ; Andrade et al. 2007 ; Johnson et al. 2008 ; Lorenz et al. 2009). Il a été montré chez 
Shigella flexneri qu’en l’absence d’ATPase, seuls les composants de la membrane interne et 
du cytoplasme sont assemblés (Johnson et al. 2008). Cependant, dans le cas des systèmes 
flagellaires, présentant de fortes homologies avec les SST3, l’assemblage des flagelles 
pourrait avoir lieu y compris en l’absence d’ATPase (Chen et al. 2011). 
De plus, l’activité catalytique de l’ATPase est indispensable à l’activité du SST3. 
Effectivement, lorsque l’ATPase du SST3 est correctement assemblée mais est incapable 
d’hydrolyser l’ATP, le système ne peut pas fonctionner (Lorenz et al. 2009). Ainsi, lorsque 
les ATPases ne possèdent pas d’activité enzymatique suite à des mutations dans leur site 
catalytique, les bactéries présentent le même phénotype qu’en l’absence d’ATPase. 
Enfin, l’assemblage d’une sous-unité d’ATPase inactive avec des sous-unités natives 
conduit chez Xanthomonas campestris à des enzymes oligomériques inactives (Lorenz et al. 
2009). La  suractivation de l’inhibiteur de l’ATPase PscL a pour conséquence de bloquer 
toute l’activité du SST3 (Blaylock et al. 2006). 
 
C. Rôle potentiel de l’ATPase 
L’ATPase du SST3, par ses similitudes avec d’autres enzymes de la famille AAA+ et 
son activité indispensable au bon fonctionnement du système, pourrait être impliquée dans la 
prise en charge des substrats de sécrétion et/ou la sécrétion en tant que telle.  
1) Dissociation des complexes chaperonnes-substrats de sécrétion 
La plupart des substrats à sécréter par le SST3 sont liés à une chaperonne dans le 
cytoplasme bactérien. Ils sont ensuite sécrétés seuls à travers l’aiguille de sécrétion. La 
séparation de ces complexes stables chaperonne-substrat avant la sécrétion nécessite donc un 
apport d’énergie, et pourrait être réalisée par l’ATPase. 
L’analyse in vitro mais aussi in vivo des interactants de l’ATPase conforte cette hypothèse, 
puisque des associations ont été démontrées entre l’ATPase et la chaperonne et/ou l’effecteur 
correspondant. Par exemple, chez EPEC, l’ATPase EscN est capable d’interagir avec 
l’effecteur Tir mais aussi avec sa chaperonne CesT (Gauthier et al. 2003). L’ATPase du SST3 
de Salmonella enterica interagit avec le complexe chaperone effecteur SicP-SptP via la 
chaperonne (Akeda et al. 2005), mais également avec l’effecteur SopD (Boonyom et al. 
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2010).  Quant à l’ATPase YscN de Yersinia, elle peut interagir avec le substrat de sécrétion 
précoce YopR (Sorg et al. 2006). Enfin, l’ATPase HrcN du SST3 de Xanthomonas campestris 
peut se lier à la chaperonne globale HpaB (Lorenz et al. 2009). 
De plus, d’après des expériences réalisées in vitro, l’ATPase est capable de dissocier 
ces complexes de manière ATP dépendante (Akeda et al. 2005 ; Lorenz et al. 2009). 
Cependant, les études sont spécifiques à chaque microorganisme, puisque différentes 
interactions protéiques ont été identifiées avec des couples spécifiques de chaperonnes-
effecteurs. 
Enfin, le rôle de l’ATPase sur l’ensemble des substrats du SST3, comme par exemple 
les protéines du translocon ou l’aiguille, n’a pas été démontré. 
 
2) Dépliement des substrats de sécrétion 
L’ATPase pourrait également permettre de déplier entièrement ou partiellement les 
substrats au moment de leur sécrétion. En effet, ils sont supposés être transportés hors de la 
bactérie jusqu’à la cellule hôte en passant dans l’aiguille du SST3. Or cette aiguille a un 
diamètre interne trop étroit, d’environ 1,5 nm, pour permettre le passage des protéines repliées 
(Fujii et al. 2012 ; Cordes et al. 2003 ; Deane et al. 2006). Il a d’ailleurs été montré que des 
gros substrats, comme la glutathion-S-transférase (GST), la dihydrofolate réductase (DHFR), 
la β-galatosidase ou encore l’ubuquitine, connus pour être stables et compacts, ne peuvent être 
exportés par le SST3 (Riordan et al. 2008 ; Akeda et al. 2005 ; Lee et al. 2002 ; Sorg et al. 
2005). Ces substrats sont donc dits « impassables ». 
L’activité potentielle de l’ATPase dans le dépliement des substrats de sécrétion est 
également en accord avec le fait que des substrats de sécrétion interagissent avec cette 
enzyme, comme par exemple chez EPEC, S. enterica, Yersinia ou X. campestris (Gauthier et 
al. 2003 ; Akeda et al. 2005 ; Boonyom et al. 2010 ; Lorenz et al. 2009 ; Sorg et al. 2006). 
De plus, chez Yersinia enterocolitica, des expériences réalisées avec un substrat 
précoce de sécrétion YopR fusionné à un substrat « impassable », et donc difficile à déplier, 
sont cohérentes par rapport à ce rôle hypothétique de l’ATPase. Elles montrent que ce substrat 
de sécrétion chimérique ne peut pas être sécrété par le SST3 de Yersinia enterocolitica mais 
interagit avec l’ATPase du SST3, ce qui suggère que l’ATPase n’arrive pas à prendre en 
charge ce substrat, qui reste bloqué avec l’ATPase (Sorg et al. 2006). 
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Enfin, l’étude de (Akeda et al. 2005) a montré in vitro que l’ATPase de S. enterica est 
capable de déplier l’effecteur SptP de manière ATP dépendante, par des tests de sensibilité 
aux protéases et d’activité de l’effecteur. 
 
3) Apport d’énergie pour la sécrétion des substrats 
L’ATPase du SST3 pourrait également être impliquée dans l’export des substrats en 
tant que tel. En effet, l’activité ATPase est indispensable à la sécrétion des protéines du 
système et pourrait apporter l’énergie nécessaire à leur transport (Ritchie et al. 2005 ; 
Woestyn et al. 1994).  
Cependant, certaines études réalisées sur les SST3 pathogéniques ou flagellaires ont 
montré que la sécrétion était abolie en présence du protonophore CCCP (Carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone) qui permet d’équilibrer la concentration en protons H+ dans la 
bactérie et à l’extérieur (Lorenz et al. 2009 ; Paul et al. 2008 ; Wilharm et al. 2007 ; Galan 
2008). Cela suggère que la force protomotrice serait aussi impliquée dans l’export des 
protéines du SST3. 
Néanmoins, l’implication du potentiel électrique ou du gradient de protons est très 
incertaine puisque les observations sont différentes chez le système flagellaire de Salmonella 
et chez le SST3 de Yersinia (Paul et al. 2008 ; Wilharm et al. 2007 ; Galan 2008 ; Minamino 
et al. 2008 ; Minamino et al. 2008). 
 
D. Applications 
Du fait de son caractère indispensable à l’activité du SST3, l’ATPase pourrait être une 
cible thérapeutique intéressante pour le développement de nouveaux médicaments de lutte 
contre P. aeruginosa. Une meilleure compréhension de l’activité de cette enzyme pourrait en 
effet suggérer de nouvelles stratégies pour bloquer l’important facteur de virulence qu’est le 
SST3. 
Par exemple, chez Yersinia, un criblage d’une chimiothèque a d’ailleurs permis 
d’identifier des molécules capables d’inhiber l’activité du domaine catalytique purifié ou de 
limiter la sécrétion de l’effecteur YopE par les bactéries (Swietnicki et al. 2011). De plus, ces 
molécules ne sont pas ou très peu cytotoxiques pour les cellules eucaryotes, probablement 
parce qu’elles ciblent spécifiquement l’enzyme bactérienne. En effet, les ATPases 
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bactériennes et humaines présentent moins de 25% d’identité et ont des différences marquées 
au niveau des sites catalytiques (Swietnicki et al. 2011). 
L’utilisation de ces molécules est donc envisageable pour bloquer l’activité de l’ATPase du 
SST3 et donc de tout le système, bien que des études complémentaires soient nécessaires. 
Une autre stratégie de lutte contre les bactéries pathogènes possédant un SST3 serait 
d’utiliser des souches atténuées pour la vaccination. Une récente étude a ainsi montré que la 
vaccination de souris par des souches bactériennes de Yersinia pestis délétées de l’ATPase du 
SST3 permet de protéger ces animaux contre la peste bubonique. Ces bactéries jouent en effet 
un rôle de vaccin atténué et déclenchent la production d’anticorps dirigés contre une protéine 
de la capsule (F1) (Bozue et al. 2012). 
 
 
V. La protéine ExsB et le SST3 
 
Le gène exsB de P. aeruginosa est localisé dans l’ensemble de gènes codant pour des 
composants du SST3, suggérant son rôle dans ce système.  
 
A. Localisation génétique de exsB 
Le gène exsB a été caractérisé dans plusieurs études. Une ambigüité sur le codon 
« start » de ce gène avait été observée, puisque sa séquence codante pourrait débuter 12 
nucléotides avant le site annoté à l’origine (Frank et al. 1991).  
 
Figure 23 : Localisation génétique de exsB dans l’opéron de régulation du SST3 de P. 
aeruginosa, sous le contrôle du promoteur pC. 
 
Le gène exsB est situé dans l’opéron de régulation du SST3, en amont du gène exsA 
(Figure 23). Ce dernier code pour le principal activateur transcriptionnel du SST3.  
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Cela suggère que la protéine codée par exsB, notée ExsB, pourrait participer à la régulation du 
système. Elle pourrait en effet être un acteur de la cascade d’activation du SST3, par exemple 
en interagissant avec l’une des protéines de cette voie ExsC, ExsE, ExsA ou ExsD. Pour 
appuyer cette hypothèse, une diminution de la production de l’effecteur ExoS a été observée 
lors de la délétion de exsB (Goranson et al. 1997). 
 
B. Homologies de ExsB avec des protéines de la famille des pilotines 
La protéine ExsB est prédite pour être une petite protéine de 141 acides aminés, avec 
un poids moléculaire de 15,6 kDa et un point isoélectrique élevé de 9,43. Son expression n’a 
jamais été vérifiée chez P. aeruginosa car des essais de détection indirecte avaient échoué 
(Goranson et al. 1997). 
ExsB est homologue à des protéines appartenant à des systèmes de sécrétion de type 
III de diverses bactéries, comme représenté sur l’alignement de séquences ci-dessous. Ces 
protéines appartiennent toutes à la famille des pilotines, ce qui suggère que la protéine ExsB 
pourrait elle aussi être une pilotine. Par contre, un alignement de ExsB avec d’autres pilotines 
de SST3 bactériens montre que les séquences sont peu conservées. Ces résultats suggèrent 
que différentes familles de pilotines pourraient exister. 
 
a) 
ExsB_P_aeruginosa  MRCWMLLPLALLLGGCVSQPAPMSPKVTVGGSVGGVSLQARQAQLRLRLYAVVQGRMQTI 
LscW_P_luminescens MTKIGLVLLCLLITGCVSEVVKHDASRLIEGDVTMPVSLPKTADVEVSLLTVVEGKVLTV 
YscW_Y_pestis      MSRIIALIISFLLVGCATPPMP---AQRIVGEVRMSRPLSRIAHIDVSMFGLYEGKVREV 
ExsB_A_salmonicida MRGLLALMLSAMLAGCVTTPELKPSQQQLKGEVHFPQALPRSATVEVAVLSVIGGRPLQV 
 
ExsB_P_aeruginosa  AERRYRVSGLPLRYAFDLEVDRLEGEALYLRTELSWVGVAAVQASAWQ---QVAAGVDER 
LscW_P_Luminescens GEMYYRLDMLPLTFSMRLSPQFSHG-ELFLKARLRWDGKRAIQAKSQQ---RVVAGKRII 
YscW_Y_pestis      QRTHFETGNLPLFFSIKLNPAQRGEGELYLRSTLSFP-ERGVQAVAQQ---KLTGKNKVV 
ExsB_A_Salmonicida AATRYEVTMLPLLFDLRLTPLQLAEGEIYLRARLRFMDGTAVQAMSQQKVFKIFNDKKMV 
 
ExsB_P_aeruginosa  VRLVRRDCFPNCTAARPEERSGND 
LscW_P_Luminescens VQLSPLPCYPECL----------- 




ExsB_P_aeruginosa       MRCWMLLPLALLLGGCVSQPAP------MSPKVTVGGSVGGVSLQARQAQ 
YscW_Y_pestis           MSRIIALIISFLLVGCATPPMP------AQR---IVGEVRMSRPLSRIAH 
InvH_S_typhimurium      MKKFYSCLPVFLLIGCAQVPLPSSVSKPVQQPGAQKEQLANANSIDECQS 
MxiM_S_flexneri         MIRHGSNKLKIFILSILLLTLS------GCALKSSSNSEKEWHIVPVSKD 
 
ExsB_P_aeruginosa       LRLRLYAVVQGRMQTIAERRYRVSGLPLRYAFDLEVDRLEGEALYLRTEL 
YscW_Y_pestis           IDVSMFGLYEGKVREVQRTHFETGNLPLFFSIKLNPAQRGEGELYLRSTL 
InvH_S_typhimurium      LPYVPSDLAKNKSLSNHNADNSASKNSAISSSIFCEKYKQTKEQALTFFQ 
MxiM_S_flexneri         YFSIPNDLLWSFNTTNKSINVYSKCISGKAVYSFNAGKFMGNFNVKEVDG 
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ExsB_P_aeruginosa       SWVGVAAVQASAWQQVAAGVDERVRLVRRDCFPNCTAARPEERSGND- 
YscW_Y_pestis           SFP-ERGVQAVAQQKLTGKNKVVLQMIPKTCYPNCQLPNTR------- 
InvH_S_typhimurium      EHPQYMRSKEDEEQLMTEFKKVLLEPGSKNLSIYQTLLAAHERLQAL- 
MxiM_S_flexneri         CFMDAQKIAIDKLFSMLKDGVVLKGNKINDTILIEKDGEVKLKLIRGI 
 
Figure 24 : Alignements de séquences d’acides aminés de ExsB 
a) Alignement de séquences protéiques de ExsB de P. aeruginosa et ses homologues dans les SST3 
de Y. pestis (YscW), P. luminescens (symbiote de nématode capable d’infecter les insectes, LscW) et 
de A. salmonicida (pathogène de poissons, ExsB), Izoré et al., 2011. Les lipobox sont surlignées en 
jaune. Les résidus entièrement conservés sont notés en rouge, fortement conservés en vert et 
faiblement en bleu. Deux cystéines, surlignées en vert à la fin des séquences, sont très conservées 
mais leur rôle n’est pas connu. 
b) Alignement de séquences de ExsB de P. aeruginosa avec des pilotines de SST3 étudiées chez des 
pathogènes bactériens : YscW de Y. pestis, InvH de S. typhimurium et MxiM de S.flexneri. Les 
lipobox sont surlignées en jaune. Les résidus entièrement conservés sont notés en rouge, fortement 
conservés en vert et faiblement en bleu. 
 
Toutes ces protéines possèdent une « lipobox », c'est-à-dire une séquence consensus 
permettant l’ancrage à des lipides, et donc l’attachement à la membrane bactérienne.  
 
La protéine ExsB présente 60% de similarités de séquence avec la pilotine YscW chez 
Yersinia spp. 
Il est également intéressant de noter que les environnements génétiques de exsB et yscW sont 
très proches, puisque le gène situé en aval est celui codant pour l’activateur transcriptionnel 
du SST3. La similarité entre les activateurs transcriptionnels de P. aeruginosa et de Yersinia 
spp. est d’ailleurs très importante (56% d’identité) (Frank et al. 1991). 
Les pilotines ont des structures très variées mais possèdent des caractéristiques 
communes. 
Ce sont toujours des lipoprotéines de faible poids moléculaire et de point isoélectrique élevé 
(Remans et al. 2010). 
Elles ont un rôle dans l’assemblage de la sécrétine des systèmes de sécrétion dans la 
membrane externe bactérienne (Koo et al. 2012). 
 
C. Activité des pilotines 
Les pilotines sont très souvent nécessaires à la localisation, l’oligomérisation, et/ou la 
stabilisation des sécrétines dans la membrane externe.  
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1) L’insertion des protéines bactériennes dans la membrane externe 
Deux machineries permettent l’insertion des protéines dans la membrane externe.  
La première est la machinerie Lol, très étudiée chez E. coli. Son rôle est de prendre 
en charge les lipoprotéines pour les acheminer de la membrane interne vers la membrane 
externe. 
Les principales étapes sont résumées sur la figure suivante. 
 
Figure 25 : Mode d’action de la machinerie Lol pour l’insertion des lipoprotéines dans la 
membrane externe. 
Lipobox : séquence réprésentée par un trait rouge, site de lipidation (Source : (Narita 2011)) 
 
Après leur transport par la voie Sec, les prélipoprotéines sont attachées à la membrane interne. 
Elles subissent alors plusieurs modifications enzymatiques pour leur maturation.  
Les lipoprotéines sont ensuite reconnues par un ABC (ATP Binding Cassette) transporteur 
constitué par le complexe protéique LolCDE. Cet ABC transporteur permet de décrocher les 
lipoprotéines de la membrane interne (Yakushi et al. 2000). Simultanément, les lipoprotéines 
libérées se lient à la cavité hydrophobe de la protéine périplasmique LolA (Oguchi et al. 
2008). 
 
Le complexe soluble ainsi formé traverse le périplasme jusqu’à la membrane externe. Les 
lipoprotéines sont alors incorporées dans la membrane par la protéine LolB, elle aussi 
attachée à la membrane externe (Tsukahara et al. 2009). 
 
Une autre voie, la voie Bam, permet aux protéines non lipidées, en tonneau β, d’être 
insérées dans la membrane externe des bactéries. 
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Après leur passage à travers la membrane interne par la voie Sec et le clivage de leur 
séquence signal N terminale, les protéines dépliées sont libérées dans le périplasme. Elles sont 
ensuite transportées dépliées par des chaperonnes jusqu’à la membrane externe. Enfin, elles 
sont repliées correctement et assemblées dans la membrane externe grâce au complexe Bam, 
constitué par la protéine membranaire BamA (= YaeT) et les lipoprotéines BamB-E (Knowles 
et al. 2009). 
 
2) L’assemblage des sécrétines 
Les sécrétines sont les composants clés de la membrane externe de nombreux 
systèmes de sécrétion, comme le SST2, le SST3 ou les pili de type IV. Elles ont des 
caractéristiques communes, puisqu’elles s’assemblent en anneaux oligomériques de 12 à 14 
sous-unités, de poids moléculaire très élevé et résistants à la chaleur et au SDS (Sanowar et al. 
2010 ; Burghout et al. 2004 ; Spreter et al. 2009). La sécrétine du SST3 de Yersinia spp. qui 
présente 78% de similarité avec la sécrétine de P. aeruginosa, a été caractérisée. D’un poids 
moléculaire proche de 1000 kDa, les anneaux ont pu être visualisés par microscopie 
électronique (Koster et al. 1997 ; Burghout et al. 2004). De même, les observations par 
microscopie électronique des sécrétines de S. typhimurium et de S. flexneri, ainsi que la 
résolution de la structure du domaine N-terminal de la sécrétine d’EPEC ont permis de mieux 
comprendre l’assemblage des sécrétines.  
 
 
Figure 26 : Caractéristiques des sécrétines 
a) Cliché de microscopie électronique par coloration négative de la sécrétine de Yersinia (Source : 
(Burghout et al. 2004) 
b) Structure du domaine Nterminal périplasmique de la sécrétine de E. coli (Source : (Spreter et al. 
2009) ) 
 
Leur domaine C-terminal serait imbriqué dans la membrane externe tandis que leur 
domaine N-terminal formerait une chambre périplasmique permettant l’interaction avec des 
protéines de la membrane interne (Korotkov et al. 2011). Par exemple, la sécrétine du SST3 
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de S. typhimurium intéragit avec l’homologue à PscD dans la membrane interne (Sanowar et 
al. 2010). Les sécrétines subiraient des changements conformationnels lors de l’interaction 
avec leurs partenaires, pour permettre le passage des substrats (Korotkov et al. 2011).  
 
Malgré ces structures conservées, les différentes sécrétines n’ont pas les mêmes 
mécanismes d’assemblage (Koo et al. 2012). Certaines sécrétines ne nécessitent aucune aide 
pour leur localisation et leur oligomérisation. Par exemple, la sécrétine HxcQ du Système de 
Sécrétion de Type II de P. aeruginosa est lipidée à son extrémité N terminale et est capable de 
s’auto-assembler correctement dans la membrane externe (Viarre et al. 2009). La plupart des 
sécrétines au contraire nécessitent des pilotines pour leur oligomérisation et/ou leur 
localisation et/ou leur stabilisation.  
 
3) Rôle des pilotines 
Du fait des différentes propriétés d’assemblage des sécrétines, le mode d’action des 
pilotines est très variable d’une espèce bactérienne à l’autre mais aussi d’un système de 
sécrétion à l’autre. Le tableau suivant illustre la diversité des activités des pilotines sur leurs 
sécrétines.  
Système / Bactérie Sécrétine Pilotine 
domaine 
d'interaction 
au niveau de 
la sécrétine 
Effet de l'absence de pilotine 
sur la sécrétine 
Références 
Oligomérisation Localisation 
SST2 /  
Dickeya dadanti 





Shevchick et al. (1997, 
1998) ; Condemine et al. 
(2000) ; S. Gu et al. 
(2012) 
SST2 /  
Klebsiella oxytoca 





Nouwen et al. (1999) 
Pili de type IV / 
Neisseria menigitidis 
PilQ PilW ? monomères 
membrane 
externe 
Carbonnelle et al (2005) ; 
Szeto et al (2011) 
Pili de type IV / 
Pseudomonas 
aeruginosa 
PilQ PilF ? monomères 
membrane 
interne 
Koo et al (2011) 
SST3 /  
Shigella flexneri 
MxiD MxiM C-terminal Dégradation de la sécrétine 
R. Schuch et al. (2001) ; 
M. Okon et al. (2008) ; J. 
Derrick (2008) 
SST3 /  
Salmonella 
typhimurium 

















P. Burghout et al. (2004) 
Tableau 3 : Activité des pilotines de différents systèmes de sécrétion  
Tableau adapté de (Koo et al. 2012) 
 
Certains couples de pilotines-sécrétines ont été très étudiés. Ce paragraphe présente de 
façon plus détaillée le rôle des pilotines sur les sécrétines et l’interaction entre ces protéines. 
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Dans le SST2 de K. oxytoca, un pathogène opportuniste, la pilotine PulS se lie au 
domaine C-terminal de la sécrétine PulD, avec un ratio molaire 1 :1. Son rôle est de protéger 
la sécrétine de la dégradation, d’empêcher son oligomérisation prématurée et de la conduire à 
travers le périplasme jusqu’à la membrane externe (Guilvout et al. 2006). Par contre, elle n’est 
pas impliquée dans son oligomérisation (Hardie et al. 1996). Le domaine Cterminal de la 
sécrétine PulD rend l’assemblage de cette protéine dépendant de la pilotine PulS, puisqu’en 
son absence, PulD est correctement assemblé dans la membrane externe (Daefler et al. 1997). 
Lorsque la pilotine est modifiée pour rester dans le périplasme sans s’insérer dans la 
membrane externe, la sécrétine PulD est toujours protégée mais mal localisée. Les fonctions 
de la pilotine, protection et localisation dans la membrane externe, sont donc dissociables 
(Hardie et al. 1996). Récemment, il a été montré qu’une acylation lipidique du domaine N 
terminal de la sécrétine permettait d’accomplir le même rôle que la pilotine, suggérant 
l’implication de la voie Lol dans la prise en charge de la pilotine et la sécrétine jusqu’à la 
membrane externe. Cette hypothèse a été confirmée car le blocage du complexe pilotine-LolA 
conduit à une mauvaise localisation de la sécrétine (Collin et al. 2011).  
Dans le SST2 de D. dadanti, un phytopathogène, la pilotine OutS interagit également 
avec le domaine C-terminal de la sécrétine OutD afin de participer à sa localisation et à sa 
stabilisation. La lipidation de la pilotine est indispensable pour conduire la sécrétine à la 
membrane externe (Shevchik et al. 1997 ; Shevchik et al. 1998). Par contre, contrairement au 
couple pilotine-sécrétine du SST2 de K. oxytoca, le domaine C terminal de la sécrétine OutD 
est important à la fois pour sa localisation et pour sa stabilisation par OutS (Gu et al. 2012). 
 
La pilotine PilW du pili de type IV de Neisseiria spp. participe à la stabilisation des 
oligomères de sécrétine PilQ mais pas à leur localisation dans la membrane externe (Jain et al. 
2011 ; Carbonnelle et al. 2005). 
 
Concernant les pilotines du SST3, elles ont été caractérisées chez Shigella flexneri, 
Salmonella typhimurium et Yersinia enterocolitica et ont toutes des spécificités.  
Chez Shigella flexneri, la pilotine MxiM permet d’améliorer l’oligomérisation et de 
contrôler la stabilité de la sécrétine MxiD (Schuch et al. 2001). D’un point de vue structurel, 
elle possède une cavité permettant la liaison avec la sécrétine, ainsi qu’une queue lipidique 
permettant l’attachement à la membrane externe (Okon et al. 2008). L’interaction entre la 
pilotine et la sécrétine se fait par le domaine C terminal de la sécrétine (Lario et al. 2005). Un 
modèle a été proposé pour expliquer le mode d’action de cette pilotine. La protéine MxiM, 
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liée à la sécrétine MxiD, serait prise en charge par la protéine LolA jusqu’à la membrane 
externe. Un gros complexe se formerait donc entre LolA, MxiM et MxiD. Finalement, MxiM 
permettrait de piloter la sécrétine MxiD au niveau de la membrane externe (Derrick 2008). 
Cependant, le fait que MxiM soit une pilotine est controversé car une lipoprotéine de la 
membrane interne, MxiJ, a un rôle tout à fait similaire à MxiM envers la sécrétine MxiD 
(Schuch et al. 2001).  
Chez Salmonella typhimurium, contrairement aux observations faites chez Shigella 
flexneri, une mauvaise localisation de la sécrétine est observée en l’absence de la pilotine 
(Crago et al. 1998). L’effet de la pilotine sur la stabilité de la sécrétine est controversé. Le 
domaine C terminal de la sécrétine rend cette protéine dépendante de sa pilotine pour 
l’assemblage dans la membrane externe, comme chez K. oxytoca (Daefler et al. 1998). 
Enfin, chez Yersinia enterocolitica, des études ont été menées dans des souches 
n’exprimant aucune protéine du SST3 autre que la pilotine YscW et la sécrétine YscC. 
L’absence de la protéine YscW conduit à une diminution de la quantité d’oligomères de 
sécrétine, avec en parallèle une augmentation de la quantité de monomères. De plus, elle 
entraine une mauvaise localisation puisque YscC se trouve majoritairement dans la membrane 
interne au lieu de la membrane externe. La pilotine YscW est donc directement impliquée 
dans l’oligomérisation et la localisation de la sécrétine YscC. 
La caractérisation de cette protéine YscW est particulièrement intéressante puisqu’elle 
présente de fortes homologies avec la protéine ExsB de P. aeruginosa. 
Contrairement aux autres complexes pilotine-sécrétine, la pilotine YscW est capable 
d’affecter la sécrétine YscC même en l’absence du domaine C-terminal. Ce domaine C 
terminal est également responsable de la dépendance envers la pilotine YscW pour la 
localisation, tout comme chez Salmonella typhimurium (Burghout et al. 2004 ; Diepold et al. 
2010).  
Enfin, la lipidation de YscW est indispensable à son activité de pilotine (Burghout et al. 
2004). Cela conforte le modèle proposé chez S. flexneri, dans lequel la pilotine serait prise en 
charge jusqu’à la membrane externe grâce à sa queue lipidique (Derrick 2008). 
L’interaction entre YscC et YscW n’a pas été montrée, mais les études ont prouvé que la 
pilotine a un effet direct sur la sécrétine. La pilotine YscW n’est pas co-purifiée avec la 
sécrétine, contrairement à la pilotine de K. oxytoca (Burghout et al. 2004). Ces résultats 
suggèrent que l’interaction entre les deux protéines serait transitoire, et durerait seulement 
pendant le transport de la sécrétine à travers le périplasme. 
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Toutes ces études montrent que malgré une grande diversité d’actions, la pilotine a 
toujours un effet sur la localisation et/ou l’oligomérisation de la sécrétine, voire sur sa 
stabilisation. L’ancrage de la pilotine à la membrane externe est également important pour son 
activité.  
4) Les pilotines des SST3 dans la virulence bactérienne 
Les pilotines, par leur rôle dans l’assemblage d’un composant clé du SST3, sont 
impliquées dans l’activité de ce système et par conséquence dans la virulence bactérienne. 
Chez Salmonella typhimurium par exemple, la délétion du gène codant pour la pilotine InvH, 
ou bien la présence de mutations, conduit à une diminution de l’invasivité des souches à la 
fois in vitro et in vivo (Lodge et al. 1995 ; Watson et al. 1995) ainsi qu’à une diminution de la 
sécrétion des effecteurs (Pati et al. 2013). De même, chez Yersinia spp., une diminution de la 
sécrétion de la plupart des protéines du SST3, notamment les protéines du translocon et des 
effecteurs, est observée in vitro (Allaoui et al. 1995), avec parfois une accumulation 
intracellulaire de ces protéines. En conséquence, les bactéries ne possédant pas la pilotine 
induisent une plus faible apoptose des cellules infectées (Bi et al. 2009). 
 
D. Rôle potentiel de ExsB dans le SST3 de Pseudomonas aeruginosa 
Peu d’informations sont disponibles sur la protéine ExsB. Son expression dans P. 
aeruginosa est incertaine, car une tentative de détection de la protéine ExsB chez ce 
microorganisme avait échoué (Goranson et al. 1997). Cependant, cet essai reposait sur la 
détection indirecte de la protéine puisqu’il consistait en la détection de l’activité enzymatique 
CAT (Chloramphenicol acetyl transferase) de la protéine ExsB fusionnée avec le domaine 
CAT. De plus, la séquence d’acides aminés d’ExsB possèderait des homologies avec des 
protéines de bactéries gram négatives, ce qui renforce l’hypothèse que la protéine ExsB 
pourrait être produite par P. aeruginosa. La structure de la protéine ExsB est également 
inconnue. Par contre, il a été montré que le fait de déléter le gène exsB conduit à une 
diminution de la sécrétion de l’effecteur ExoS (Goranson et al. 1997). Cela suggère que ExsB 
a une activité sur le SST3. La protéine ExsB pourrait être impliquée dans la régulation de ce 
système, du fait de sa localisation génétique, ou bien elle pourrait être une pilotine pour la 
sécrétine PscC, comme son homologue chez Yersinia spp. 
La sécrétine PscC du SST3 de P. aeruginosa est indispensable à l’activité du SST3. 
Elle possède 78% de similarité avec la sécrétine YscC de Yersinia spp. Il s’agit d’une protéine 
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membranaire. La nécessité d’une pilotine pour son oligomérisation et sa localisation dans la 
membrane externe n’a pas été décrite. Par contre, alors que PscC n’est pas une lipoprotéine, il 
a été démontré que la machinerie d’insertion des lipoprotéines dans la membrane externe, la 
voie Lol, est impliquée dans son assemblage (Hoang et al. 2011). En revanche, la délétion 
d’une autre machinerie, Bam, n’a aucune conséquence sur la sécrétine. En effet, une 
diminution très importante de la quantité de sécrétine PscC est observée en l’absence de la 
machinerie Lol. La voie Lol pourrait donc être impliquée, de façon indirecte, dans la 
stabilisation et/ou l’adressage à la membrane externe de PscC. Par comparaison avec 
l’assemblage d’autres sécrétines, et notamment celle du SST3 de Shigella flexneri, la sécrétine 
PscC pourrait intéragir avec une petite lipoprotéine qui elle-même serait prise en charge par la 
machinerie Lol jusqu’à la membrane externe. Cette petite lipoprotéine serait une pilotine et 
pourrait être ExsB. 
Finalement, il serait intéressant d’étudier l’implication de ExsB dans le SST3 de P. 
aeruginosa et de tenter de comprendre son mécanisme d’action. 
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Ce chapitre décrit les méthodes utilisées dans les études du rôle potentiel chez 
Pseudomonas aeruginosa de deux protéines, l’ATPase et la protéine ExsB dans le SST3.  
Outre les indispensables cultures bactériennes de Pseudomonas aeruginosa  et Escherichia 
coli, des cultures cellulaires eucaryotes de différentes lignées ont été utilisées pour étudier 
l’activation et l’activité du SST3.  Grâce aux  outils de biologie moléculaire, des souches de 
P. aeruginosa délétées des gènes d’intérêt ont été construites pour analyser les effets de ces 
délétions sur le phénotype des bactéries. Les gènes d’intérêt ont aussi été clonés dans des 
plasmides chez E. coli puis chez P. aeruginosa, ou bien insérés directement dans le génome 
de P. aeruginosa afin d’obtenir des souches de P. aeruginosa exprimant les protéines d’intérêt 
à l’état sauvage, mutés ou bien fusionné à différentes étiquettes protéiques qui facilitent leur 
étude. 
Des méthodologies plus spécifiques à la protéine ExsB permettant la séparation, la 
purification, la localisation des protéines d’intérêt, leur immunomarquage ou la recherche des 
partenaires sont décrites. Les différentes méthodes de purification de l’ATPase sont détaillées 
ainsi que l’évaluation de l’activité de l’enzyme purifiée obtenue.  
 
I. Cultures bactériennes et cultures cellulaires  
A. Cultures bactériennes 
1) Cultures de Pseudomonas aeruginosa 
Les cultures solides de P. aeruginosa sont réalisées sur le milieu gélosé PIA 
(Pseudomonas Isolation Agar, de Difco). Ce milieu contient un agent anti-microbien : 
l’irgasan auquel P. aeruginosa est naturellement résistante. 
Les cultures liquides sont réalisées dans du milieu LB (Luria Bertani), composé de 
10g/L de tryptone, de 5g/L d’extrait de levure et de 10 g/L de chlorure de sodium (avec 
l’antibiotique correspondant pour les souches portant une cassette de résistance). 
Après 15h à 37°C, 300 RPM, les suspensions bactériennes sont diluées à une D.O.600nm de 0,1 
(soit 0,6.10
8
 bactéries) dans du milieu LB puis remises en culture à 37°C et 250 RPM. Le 
SST3 peut être activé par déplétion en calcium par ajout dans le milieu LB de 5 mM d’EGTA 
et 20 mM de MgCl2 lors de la dilution à D.O.600nm 0,1. A l’inverse, pour les cultures non 
induites, 5mM de CaCl2 est ajouté pour minimiser l’expression basale des protéines du SST3. 
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Les bactéries sont récoltées lorsqu’elles sont en phase exponentielle (D.O.600nm 1) pour toutes 
les analyses (expression et sécrétion de protéines, infection des cellules hôtes modèles, 
fractionnement cellulaire, …). 
 
2) Cultures d’Escherichia coli 
La bactérie E. coli présente de nombreux avantages, en particulier sa facilité de 
manipulation et est donc un outil de choix en biologie moléculaire (amplification et 
purification de plasmides aisées). 
Les souches d’E. coli sont mises en culture dans du milieu LB liquide. Elles peuvent 
aussi être cultivées sur des boites de pétri de LB agar, contenant 15 g/L d’agar.Pour les 
souches bactériennes portant une cassette de résistance, l’antibiotique approprié est ajouté aux 
milieux de culture. 
 
3) Concentrations en antibiotiques utilisées pour les cultures bactériennes 
Le tableau suivant présente les concentrations en antibiotiques utilisées pour les 
cultures de E. coli et P. aeruginosa. 
 
  Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa 
Antibiotique 
(µg/mL) 
Milieux solide et 
liquide Milieu liquide Milieu solide 
Ampicilline 100  -  - 
Carbenicilline  - 300 500 
Kanamycine 25  -  - 
Tétracycline 10  200 200  
Gentamycine 50 300 400 
Tableau 4 : Concentrations en antibiotiques utilisées pour la culture des bactéries 
 
P. aeruginosa étant naturellement résistante à l’ampicilline (Maris 1991), la carbénicilline, 
plus résistante à la dégradation par la -lactamase, est utilisée en remplacement de 
l’ampicilline. 
 
B. Cultures cellulaires 
Différentes lignées cellulaires sont utilisées pour réaliser les tests de cytotoxicité et les 
mesures de taux d’injection de toxines. Leurs conditions d’utilisation sont récapitulées dans le 
tableau ci-dessous (Tableau ). Les cellules sont toujours cultivées à 37°C, 5% CO2, dans des 
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flasques de 25 ou 75 cm². Le passage des cellules est effectué 2 fois par semaine : les cellules 




 cellules/boite de 75 
cm². Les milieux de cultures contiennent 10% de sérum fœtal de veau (décomplémenté par 
chauffage 30 min à 56°C) ainsi que 1% de pénicilline/streptomycine pour éviter les 
contaminations. Lors de l’utilisation des cellules pour des tests d’infection par P. aeruginosa, 
aucun antibiotique ne doit être présent dans le milieu de culture. 
 


















Test de cytotoxicité : 
arrondissement cellulaire RPMI 




Cellules de type B, 
provenant d’un 
lymphome humain 







Détection d’une  toxine du 
SST3 dans le milieu 






de veines ombilicales 
humaines 
oui 
Test de cytotoxicité : rétraction 
cellulaire 
EBM2 
Tableau 5  : Conditions d’utilisation des différentes cellules eucaryotes pour l’étude de 
l’activité du SST3 dans ce travail 
 
II. Biologie moléculaire : délétion et introduction de gènes 
d’intérêt chez Pseudomonas aeruginosa 
 
La délétion et l’introduction de gènes d’intérêt dans la bactérie P. aeruginosa 
nécessitent une étape d’amplification de la séquence d’ADN d’intérêt, une étape de clonage 
de cette séquence dans un plasmide et enfin une étape de transformation de ce plasmide dans 
la bactérie Escherichia coli. Ce plasmide est ensuite introduit dans P. aeruginosa par deux 
stratégies différentes. 
i. La première consiste à purifier puis transformer le plasmide dans P. aeruginosa.  
ii. La seconde est  une conjugaison triparentale, pour  le transfert du matériel génétique 
contenu dans le plasmide de E. coli sur le chromosome de P. aeruginosa. Elle est 
utilisée pour une délétion ou une insertion génétique dans le génome de P. aeruginosa, 
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A. Plasmides et souches de départ 
La souche d’E. coli compétente utilisée pour les manipulations de biologie 
moléculaire est une souche commerciale de Invitrogen (One Shot® TOP10 Chemically 
Competent E. coli). La souche sauvage de P. aeruginosa est la souche CHA. Il s’agit d’un 
isolat clinique du CHU de Grenoble provenant d’un patient atteint de la mucoviscidose 
(Toussaint et al. 1993). 
 
Les tableaux suivants (Tableau 6 ; Tableau 7) présentent les oligonucléotides et les 






Delta_pscN_1  5’ CCGGGCGCCTCGAGCTTCTGCTG 
SOE PCR pour la délétion partielle 
de la séquence codant pour la 
protéine PscN 
Delta_pscN_2  5’ ATGGCGCTGATCCAGCGCCTGGTGCTGCTG 
Delta_pscN_3  5’ TGGATCAGCGCCATGCGGCC 
Delta_pscN_4  5’ CCGGGAGCGGAGCCGTATCCAC 
PscN_K176Af 80,3 5' ccggcggcggcgccagcaccctgctgg Mutation de la lysine 176 de PscN en 
alanine
 
PscN_K176Ar 80,3 5' ccagcagggtgctggcgccgccgccgg 
PscN_K176Rf 80,3 5' ccggcggcggccgcagcaccctgctgg Mutation de la lysine 176 de PscN en 
arginine
 
PscN_K176Rr 80,3 5' ccagcagggtgctgcggccgccgccgg 
PscN_R360Df 81,3 5' cgtgctgcactcggtgagcgacgtcatgaaccagatcg Mutation de l’arginine 350 de PscN 
en aspartate
 





Ajout d’une étiquette Strep et du site 
de restriction NdeI à l’extrémité N 
terminale de pscN
 
PscN_Hind 87,9 5' TGGAAGCTTTCATGCGCAGAGGCTCCGCAACTGCGCG 
Apport du site de restriction HindIII à 
l’extrémité C terminale de pscN
 
NdeI_PscN 71,3 5' aacCATATGCCCGCGCCTCTCTCTCCTC 
Apport du site de restriction NdeI à 






Ajout d’une étiquette Strep et du site 
de restriction HindIII à l’extrémité C 
terminale de pscN
 
Delta_exsB_1 71,9 5' CCCGGGGATGTGCTGGGCGAGGGG 
SOE PCR pour la délétion de la 
séquence codant pour la protéine 
ExsB
 
Delta_exsB_2 71,9 5' GGCAATGTATCACATCCAGCACCTCACCTGCG 
Delta_exsB_3 71,4 5' GTGCTGGATGTGATACATTGCCTGCTGTTTCGGA 
Delta_exsB_4 72,9 CCCGGGCCGAAGCGCTGGACGAAGC 
ExsB_Hind 64,4 AAGCTTTCAATCGTTGCCAGATCTTTC 
Apport du site de restriction HindIII à 
l’extrémité C terminale de exsB 
Nde_ExsB 63,9 CATATGGTGAGGTGCTGGATGCTG 
Apport du site de restriction NdeI à 





Ajout d’une étiquette Strep et du site 
de restriction HindIII à l’extrémité C 
terminale de exsB
 
Xba_RBS_ExsB 65,9 5' TCTAGAACGCCGCTGGAGGC 
Apport du site de restriction XbaI en 
amont du RBS de exsB
 
SmaI_RBS_pscC 69,7 5' CCCGGGagctaggaattcgggaggc 
Apport du site de restriction SmaI en 
amont du RBS de pscC
 
pscC_SpeI 70,1 5' actagtattcccgcgctccgcg 
Apport du site de restriction SpeI à 
l’extrémité C terminale de pscC
 
Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés.  
Les sites de restriction ajoutés sont soulignés, les mutations introduites sont notées en gras et 
souligné, et les étiquettes Strep sont représentées en gras. 
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Plasmides disponibles au laboratoire 
Nom Caractéristiques Résistance Provenance 
pIA60 
Plasmide dérivé de pUC18, contenant les opérons pcrGVHpopBD et 





Plasmide dérivé de pUCP20, utilisé pour l’expression de protéines sous 





Plasmide dérivé de pUCP20, utilisé pour l’expression de protéines sous 
le contrôle du promoteur pG, le promoteur de pscN 
Amp/Cb 
(Gouré et al., 
2004) 
pS GFP 
Plasmide pour l’expression de la GFP sous le contrôle du promoteur pS, 





Plasmide utilisé pour l’expression de la toxine ExoS fusionnée à la -
lactamase sous le contrôle de son promoteur pS 
Amp/Cb 
(Verove et al., 
2012) 
pDD2 
Plasmide dérivé de pUCP20 pour la surexpression constitutive de ExsA, 





Plasmide contenant le promoteur pBad pour l’expression de gènes 





Plasmide pour l’intégration chromosomique au niveau du site 
d’attachement attB de P. aeruginosa 
Tc 
(Hoang et al., 
2000) 
pTOPO Plasmide pour le clonage à bouts francs de produits de PCR Km Invitrogen 
pEX100T 
Plasmide codant pour la levansaccharase, pour l’intégration 






Plasmide « helper » utilisé pour permettre la conjugaison d’un plasmide 
chez P. aeruginosa 
Km 
(Ditta et al., 
1980) 
pFLp2 
Plasmide codant pour la FLP recombinase permettant l’excision des 
séquences d’ADN (par exemple de mini CTX) comprises entre les sites 
cibles de cette enzyme et pour la levansaccharase 
Amp/Cb 
(Hoang et al., 
1998) 
Plasmides utilisés pour l'étude de l'ATPase PscN dans Pseudomonas aeruginosa 
Nom Construction Utilisation Résistance Provenance 
pTOPO 
pscN 
SOE PCR sur l’ADN chromosomique 
de CHA 
Clonage d’un fragment de la 
séquence délétée des 888 bp 




pEX100T digéré par SmaI et pTOPO 
pscN digéré par EcoRI et traité 
klenow 
Délétion partielle de la séquence 
codant pour PscN dans le 




Amplification de pscN par PCR Clonage du produit de PCR pscN 




pTOPO pscN et de PET 15b digérés 
par NdeI et XhoI 
Expression de His-PscN sous le 
contrôle d’un promoteur 




pIApG et pET15b pscN digérés par 
NdeI et HindIII 
Expression de PscN sous le 





pIApG et pET15b pscN digérés par 
XbaI et HindIII 
Expression de PscN avec une 
étiquette Histidine sous le 





Mutagénèse dirigée avec les 
oligonucléotides K176Af et K176Ar à 
partir du plasmide pIApG his-pscN 
Expression de PscN mutée en 
K176A avec une étiquette 
Histidine sous le contrôle du 
promoteur pG chez P. 
aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
pIApG his-
pscN K176R 
Mutagénèse dirigée avec les 
oligonucléotides K176Rf et K176Rr à 
partir du plasmide pIApG his-pscN 
Expression de PscN mutée en 
K176R avec une étiquette 
Histidine sous le contrôle du 
promoteur pG chez P. 
aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
pIApG his-
pscN R360D 
Mutagénèse dirigée avec les 
oligonucléotides R360f et R360r à 
partir du plasmide pIApG his-pscN 
Expression de PscN mutée en 
R360D avec une étiquette 
Histidine sous le contrôle du 
promoteur pG chez P. 
aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
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Plasmides utilisés pour l'étude de l'ATPase PscN dans Pseudomonas aeruginosa 




Amplification via les oligonucléotides 
NdeI Strep-PscN et PscN HindIII à 
partir du plasmide pIApG pscN 
Clonage de l’étiquette Strep en N 
terminal de PscN chez E. coli 
Km Ce travail 
pTOPO 
pscN-strep 
Amplification via les oligonucléotides 
NdeI PscN et PscN-Strep HindIII à 
partir du plasmide pIApG pscN 
Clonage de l’étiquette Strep en C 
terminal de PscN chez E. coli 
Km Ce travail 
pIApG his-
strep-pscN 
pIApG his-pscN et pTOPO strep-
pscN digérés par NdeI et NotI 
Expression de PscN fusionnée à 
des étiquettes Histidine et Strep 
en N terminal sous le contrôle du 
promoteur pG chez P. 
aeruginosa 




pIApG pscN et pTOPO strep-pscN 
digérés par NdeI et NotI 
Expression de PscN fusionnée à 
une étiquette Strep en N terminal 
sous le contrôle du promoteur 
pG chez P. aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
pIApG his-
pscN-strep 
pIApG his-pscN et pTOPO pscN-
strep digérés par NdeI et HindIII 
Expression de PscN fusionnée à 
une étiquette Histidine en N 
terminal et à une étiquette Strep 
en C terminal sous le contrôle du 
promoteur pG chez P. 
aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
Plasmides utilisés pour l’étude de la protéine ExsB dans Pseudomonas aeruginosa 
Nom Construction Utilisation Résistance Provenance 
pTOPO 
exsB 
SOE PCR sur pIA60 avec les 
oligonucléotides Delta_exsB_1, 2, 3, 
4 
Clonage d’un fragment de la 
séquence de l’opéron exsCEBA 
délétée de exsB chez E. coli 
Km Ce travail 
pEX100T 
exsB 
pEX100T digéré par SmaI et pTOPO 
exsB digéré par EcoRI et traité 
klenow 
Délétion de la séquence codant 
pour ExsB dans le chromosome 
de P. aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
pTOPO 
exsB 
Amplification avec les 
oligonucléoides Nde_exsB et 
exsB_Hind à partir du plasmide 
pIA60 
Clonage de exsB chez E. coli Km Ce travail 
pTOPO 
RBS exsB 
Amplification avec les 
oligonucléoides Xba_RBS_exsB et 
exsB_Hind à partir du plasmide 
pIA60 
Clonage de exsB et de son RBS 
chez E. coli 
Km Ce travail 
pIApC 
exsB 
pIApC et pTOPO exsB digérés par 
NdeI et HindIII 
Expression de ExsB sous le 
contrôle du promoteur pC dans 
P. aeruginosa 
Amp/Cb Ce travail 
pIApC 
RBS exsB 
pIApC et pTOPO RBS exsB digérés 
par NdeI et HindIII 
Expression de ExsB sous le 
contrôle du promoteur pC et de 
son RBS dans P. aeruginosa 




mini CTX et pIApC RBS exsB 
digérés par SmaI et HindIII 
Expression chromosomique de 
ExsB sous le contrôle du 
promoteur pC et de son RBS 
dans P. aeruginosa 




Délétion du gène pscC dans le 
chromosome de P. aeruginosa 
Gm Arne Rietch 
pP37 pscC  
Expression de PscC sous 
contrôle d'un promoteur 
inductible à l'IPTG chez P. 
aeruginosa 
Gm Arne Rietch 
pTOPO 
exsB strep 
Amplification avec les 
oligonucléoides Nde_exsB et 
exsB_Strep_Hind à partir du 
plasmide pIA60 
Clonage du gène codant pour 
ExsB fusionnée à une étiquette 
Strep en C terminal chez E. coli 
Km Ce travail 
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Plasmides utilisés pour l’étude de la protéine ExsB dans Pseudomonas aeruginosa 
Nom Construction Utilisation Résistance Provenance 
pIApC 
exsB strep 
pIApC et pTOPO exsB strep digérés 
par NdeI et HindIII 
Expression de ExsB fusionnée à 
une étiquette Strep en C 
terminal, sous le contrôle du 
promoteur pC dans P. 
aeruginosa 




pIApC exsB strep et pIApC RBS 
exsB digérés par AccI 
Expression de ExsB fusionnée à 
une étiquette Strep en C 
terminal, sous le contrôle du 
promoteur pC et de son RBS 
dans P. aeruginosa 




Synthèse par la société Genescript 
du gène de fusion 
Sma_RBS_exsB_Spe_mCherry_Sac 
Clonage du gène codant pour 
ExsB fusionnée à une étiquette 
fluorescente mCherry en C 
terminal, ainsi que son RBS, 
chez E. coli 




Synthèse par la société Genescript 
du gène de fusion 
Sma_RBS_exsB_Spe_sfGFP_Sac 
Clonage du gène codant pour 
ExsB fusionnée à une étiquette 
fluorescente sfGFP en C 
terminal, ainsi que son RBS, 
chez E. coli 




pJN105 et pTOPO RBS exsB 
mCherry digérés par SmaI et SacI 
Expression plasmidique de ExsB 
fusionnée à une étiquette 
fluorescente mCherry en C-
terminal sous le contrôle de son 
RBS et d’un promoteur inductible 
à l’arabinose chez P. aeruginosa 




pSW196 et pJN105 RBS exsB 
mCherry digérés par SmaI et SacI 
Expression chromosomique de 
ExsB fusionnée à une étiquette 
fluorescente mCherry en C 
terminal sous le contrôle de son 
RBS et d’un promoteur inductible 
à l’arabinose chez P. aeruginosa 




pJN105 et pTOPO RBS exsB sfGFP 
digéré par SmaI et SacI 
Expression plasmidique de ExsB 
fusionnée à une étiquette 
fluorescente sfGFP en C terminal 
sous le contrôle de son RBS et 
d’un promoteur inductible à 
l’arabinose chez P. aeruginosa 
Gm Ce travail 
pTOPO 
RBS pscC 
Amplification avec les 
oligonucléotides Sma_RBS_pscC et 
pscC_Spe à partir du plasmide pP37 
pscC 
Clonage du gène codant pour 
PscC fusionnée à une étiquette 
fluorescente mCherry en C 
terminal, ainsi que son RBS, 
chez E. coli 




pTOPO RBS pscC et pJN105 RBS 
exsB sfGFP digérés par SmaI et 
HindIII 
Expression plasmidique de PscC 
fusionnée à une étiquette 
fluorescente sfGFP en C terminal 
sous le contrôle de son RBS et 
d’un promoteur inductible à 
l’arabinose chez P. aeruginosa 
Gm Ce travail 
Tableau 7 : Plasmides utilisés 
Construction et caractéristiques détaillées des plasmides, ainsi que résistance aux antibiotiques 
confèrée (Amp/Cb : ampicilline chez E. coli et carbenicilline chez P. aeruginosa, Gm : gentamycine, 
Km : kanamycine, Tc : tétracyclinePurification d’ADN plasmidique : mini ou midi préparations 
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B. Purification d’ADN plasmidique : mini ou midi préparations 
 
Les mini préparations permettent de purifier de petites quantités d’ADN plasmidique 
(environ 7,5 µg d’ADN dans 50µL). Des plasmides très purs peuvent être préparés avec le kit 
« NucleSpin Plasmid» de Macherey-Nagel. Les plasmides peuvent également être purifiés 
selon la procédure décrite par (Birnboim et al. 1979). Dans ce cas-là, les culots bactériens sont 
lysés par un mélange de NaOH et SDS, puis les protéines sont éliminées par précipitation à 
l’acétate de potassium. Ensuite, l’ADN est précipité dans de l’isopropanol puis de l’éthanol à 
70% avant d’être mis en suspension dans de l’eau ultrapure contenant de la RNase. Les 
préparations sont alors un peu moins pures et sont en général utilisées pour vérifier la 
présence de l’insert d’intérêt. Lorsque des quantités plus importantes de plasmides doivent 
être utilisées, des midi-préparations sont effectuées grâce au kit Qiagen Plasmid Midi kit. 
 
C. Analyse de l’ADN sur gel d’agarose ou d’acrylamide 
Les fragments d’ADN sont analysés sur des gels à 0,8% d’agarose et avec 0,01% (v/v) 
de SYBR green (un agent intercalant de l’ADN). Après 1h30 de migration à 100V, les gels 
sont déposés sur une table à UV afin de visualiser l’ADN. Les fragments d’ADN trop petits 
pour être visualisés sur des gels d’agarose sont déposés sur des gels à 5% d’acrylamide. Dans 
ce cas, la migration dure seulement 20 min et les gels doivent ensuite être incubés dans une 
solution contenant 50µL/L de bromure d’éthydium durant 15 min pour révéler l’ADN. 
 
D. Amplification des fragments d’ADN par PCR 
L’objectif est d’ajouter de petites étiquettes protéiques (6-histidine, strep tag) aux 
extrémités N ou Cterminales des protéines d’intérêt, ou bien des sites de restriction pour 
permettre le clonage. Les fragments d’ADN sont amplifiés par PCR (Polymerase Chain 
Reaction), à partir d’un plasmide contenant le gène codant pour la protéine d’intérêt. Pour 
cela, une ADN polymérase thermostable de haute fidélité (kit Advantage GC rich et Phusion) 
synthétise la séquence de nucléotides présente entre les deux oligonucléotides choisis (un 
dans chaque sens), à partir du plasmide servant de matrice, au cours des différents cycles. Les 
séquences présentes dans les oligonucléotides sont ainsi introduites à chaque extrémité du 
fragment d’ADN amplifié. Les cycles sont les suivants : 
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 Température (°C) Durée Rôle 




95°C 30s Dénaturation (ouverture de l'ADN double brin) 
Tm 30s 
Hybridation des oligonucléotides choisis sur le brin 
d’ADN complémentaire 
Topt 
30s x taille (kbp) du 
fragment à amplifier 
Elongation 
 Topt 10 min Elongation finale 
Tm = « melting temperature » = température d’hybridation de l’oligonucléotide 
Topt = température optimale pour l’ADN polymerase, 68 ou 72°C 
Tableau 8 : Cycles de PCR utilisés pour l’amplification d’une séquence d’ADN d’intérêt 
 
En général, les oligonucléotides sont choisis de sorte à présenter un site de restriction 
de part et d’autre du fragment à amplifier, pour faciliter ensuite son clonage dans le plasmide 
souhaité. La température d’hybridation des oligonucléotides est calculée en ligne avec le 
calculateur de Finnzymes. Pour vérifier si la PCR a bien fonctionné, les échantillons sont 
analysés sur gel d’agarose ou d’acrylamide. 
Les gènes exsB fusionnés aux gènes des protéines fluorescentes mCherry et sfGFP ont 
été obtenus par Genescript (www.genescript.com). 
 
E. Mutagénèse dirigée 
La mutagénèse dirigée (kit Quick change II mutagenesis kit, Agilent) permet d’obtenir 
des mutations ponctuelles. Le principe repose sur le choix d’une paire d’oligonucléotides 
complémentaires possédant, au milieu de leur séquence, la mutation désirée. Ils doivent être 
longs de 25 à 45 bases. Leur température d’hybridation Tm est calculée de la façon suivante et 






%41,05,81  . 
 
Le cycle de PCR utilisé est le suivant : 
 
 
 Température (°C) Durée Rôle 




95°C 30s Dénaturation (ouverture de l'ADN double brin) 
55°C 1 min Hybridation des oligonucléotides 
68 °C 
1min x nombre de 
bases à amplifier 
Elongation 
 68°C ou 72°C 10 min Elongation finale 
Tableau 9 : Conditions de PCR utilisées pour la mutagénèse dirigée 
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Suite à la PCR, l’ensemble du plasmide servant de matrice est amplifié, avec la 
mutation souhaitée.  
 
F. Délétion d’un gène : la SOE PCR 
La technique de la SOE PCR ou « Slice Overlapping Extension Polymerase Chain 
Reaction »  permet d’obtenir un fragment d’ADN comportant une délétion interne, par 
exemple une délétion d’un gène d’intérêt. 
La première PCR conduit à l’amplification de la partie amont du gène à déléter, et la 
deuxième à l’amplification de la partie en aval du gène à déléter. Les oligonucléotides 
nécessaires à ces amplifications sont choisis comme représenté sur le schéma ci-dessous 
(oligonucléotide 1 et 2 pour la première PCR et 3 et 4 pour la seconde). Les deux produits de 
PCR sont capables de s’hybrider du fait d’une séquence identique au niveau de la séquence 
d’ADN à déléter, introduite sur les oligonucléotides 2 et 3. 
 
 
Figure 27 : Principe de la SOE PCR pour la délétion d’une séquence d’ADN. 
Les sites de restriction sont représentés en bleu 
 
Une dernière PCR est réalisée en utilisant comme matrice les deux fragments d’ADN obtenus 
lors des deux précédentes amplifications et les oligonucléotides situés à chaque extrémité 
(oligonucléotides 1 et 4). 
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G. Clonage du fragment d’intérêt dans un plasmide 
Les fragments d’intérêt obtenus par PCR sont directement clonés dans le plasmide 
pTOPO (kit Zero blunt-end TOPO, Invitrogen). Ce plasmide, qui sert d’intermédiaire avant le 
clonage dans le vecteur souhaité, présente l’avantage d’être facile à séquencer et à purifier en 
grande quantité. 
Le plasmide est ensuite transformé dans Escherichia coli TOP10 (fournies) par choc 
thermique. Il porte le gène de résistance à la kanamycine, permettant la sélection des colonies 
effectivement transformées.  
 
Après vérification de la séquence, deux digestions sont réalisées en parallèle avec les mêmes 
enzymes, à 37°C pendant 2h : 
 le plasmide donneur pTOPO-insert, coupé au niveau des sites de restriction situés de 
part et d’autre de l’insert 
 le plasmide receveur qui va recevoir l’insert: 
o pIApC ou pIApG pour l’expression du gène d’intérêt sous le contrôle du 
promoteur du SST3 de P. aeruginosa pC ou pG 
o pJN105 pour l’induction de l’expression du gène d’intérêt par l’arabinose 
o pEX100T, PEXG2 ou miniCTX pour une future insertion du gène d’intérêt 
dans le chromosome de P. aeruginosa. 
Les enzymes sont ensuite inactivées par la chaleur, puis le plasmide receveur est 
déphosphorylé par un traitement à la phosphatase alcaline (rAPid Alkaline Phosphatase, 
Roche) afin d’éviter qu’il ne se referme sur lui-même. Cette phosphatase alcaline est elle aussi 
inactivée par la chaleur. Si nécessaire, les fragments à utiliser pour la ligation peuvent être 
séparés sur gel d’agarose puis purifiés sur gel grâce au kit « NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up » de Macherey-Nagel. 
 
L’étape de ligation permet de lier l’insert provenant du plasmide donneur au plasmide 
receveur. Pour cela, sont incubés 5 minutes à température ambiante 5µL de tampon ligase, 
0,5µL de ligase (fournis dans le kit « Quick ligation » de Biolabs) et 4,5µL d’ADN sachant 
qu’il faut 3 fois plus d’insert que de receveur (en concentration molaire). 
Ce plasmide est ensuite transformé dans E. coli TOP10 puis purifié et transformé dans P. 
aeruginosa. 
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H. Transformation dans E. coli puis dans P. aeruginosa 
1) Transformation dans E. coli 
Les bactéries compétentes E. coli TOP 10 (de Invitrogen) sont décongelées 
délicatement dans la glace puis environ 300 ng de de plasmide sont ajoutés. Suite à une 
incubation de 30 min dans la glace, le choc thermique dure 30s à 42°C. Après retour sur la 
glace, 250µL de milieu SOC préchauffé à 37°C sont ajoutés et les bactéries mises sous 
agitation à 200 RPM et 37°C pendant 1 heure. Enfin, 50µL et 250µL de culture bactérienne 
sont étalées sur des boites de LB + Antibiotique, et sont incubées 16 heures à 37°C.  
Les colonies qui arrivent à se développer en présence de l’antibiotique portent bien le 
plasmide.  
Dans le cas de la transformation du plasmide pEX100T, les cellules sont étalées sur 
des boites de LB + Ampicilline + 40µL d’IPTG 0,1 M + 40µL de X-galactose 2%. Le 
screening des colonies est effectué selon leur couleur puisque le plasmide pEX100T porte le 
gène codant pour la -galactosidase. 
Lorsque l’insert n’est pas présent, l’IPTG active le gène de la -galactosidase et l’enzyme 
ainsi exprimée hydrolyse son substrat, le X-galactose, en un produit bleu : les colonies 
obtenues sont bleues. 
Au contraire, lorsque l’insert est bien présent, les colonies sont blanches car la -galactosidase 
ne peut être exprimée car l’insert a été introduit dans le gène codant pour cette enzyme. 
 
2) Transformation dans P. aeruginosa 
Après avoir centrifugé 1mL d’une culture d’environ 15h de Pseudomonas aeruginosa 
à 8000 g pendant 1 minute, les bactéries sont reprises dans 1 mL de MgCl2 à 0,1M glacé. Une 
autre centrifugation est réalisée, pendant 45s à 8000 g et le culot remis en suspension dans 1 
mL de TG Salts glacé (6 mM MgCl2, 75 mM CaCl2 et 15% glycérol (m/v)). Enfin, après 
centrifugation 2 fois 45 s à 8000 g, le culot bactérien est repris dans 200µL de TGSalts glacé 
et 100µL sont aliquotés dans un microtube froid. Environ 150ng du plasmide purifié est 
incubé avec ces cellules compétentes pendant 15 minutes dans la glace, puis un choc 
thermique de 2 minutes à 37°C suivi par 2 minutes dans la glace est effectué. 500 µL de 
milieu LB préchauffé est ajouté et, après une incubation 30 minutes à 37°C et 200RPM, les 
bactéries sont étalées sur des boites de PIA + Antibiotique et incubées pendant 16 heures à 
37°C. 
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I. Insertion chromosomique par conjugaison triparentale 
La séquence d’intérêt, présente dans les plamides pEX100T, pEXG2 ou miniCTX 
chez E. coli, est transférée sur le chromosome de P. aeruginosa. Cette insertion 
chromosomique est indispensable à la délétion de gènes d’intérêt mais peut aussi être utilisée 
pour l’expression de gènes en trans. Elle se fait grâce à une conjugaison triparentale, 
impliquant les souches bactériennes suivantes : 
- La souche receveuse de P. aeruginosa 
- La souche donneuse de E. coli portant le plasmide pEX100T, pEXG2 ou miniCTX 
avec l’insert 
- La souche mobilisatrice de E. coli portant le plasmide « helper » pRK2013.  
30 µL de culture sur la nuit de chaque souche de E. coli sont déposés sur une boite de LB 
sèche pour former une goutte. Cette goutte est incubée pendant 2h à 37°C. Ensuite 30 µL de 
la culture de P. aeruginosa incubée pendant 2h à 42°C sont ajoutés à la goutte. Une 
incubation pendant 6h à 37°C permet le transfert du matériel génétique de E. coli dans P. 
aeruginosa.  
 
Lorsque les plasmides pEX100T ou pEXG2 sont utilisés, l’intégration dans le 
chromosome se fait par recombinaison homologue au niveau des séquences identiques sur 
l’insert et sur le chromosome, comme représenté sur la figure ci-dessous. L’antibiotique 
utilisé pour sélectionner les clones est la gentamycine. Les plasmides pEX100T et pEXG2 
portent le gène codant pour la levane-saccharase, enzyme permettant la transformation du 
sacharose en lévane, composé très toxique pour les bactéries à Gram négatif. L’étalement sur 
PIA sachrose 5% permet donc la sélection des clones ayant excisé la séquence d’ADN codant 
pour la levane-saccharase et la résistance à l’antibiotique, par une seconde recombinaison 
homologue.  
 
Lorsque le plasmide miniCTX est utilisé, il est intégré au chromosome via ses sites 
d’attachement att. Les clones sont sélectionnés sur des boites de PIA Tétracycline puis 
transformés avec le plasmide pFLp2. Ce plasmide code pour une recombinase, permettant 
d’exciser la séquence du miniCTX comprise entre ses sites de reconnaissance, c'est-à-dire la 
séquence contenant la résistance à l’antibiotique. Le plasmide pFLp2 code également pour 
une levane-saccharase. La présence de levane-saccharase est donc léthale pour les bactéries 
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lorsqu’elles sont cultivées en présence de saccharose (Gay et al. 1985). La sélection des 
clones ayant perdu le plasmide pFLp2 se fait donc sur PIA sacharose 5%. 
Après la sélection sur sacharose 5%, les colonies sont étalées sur PIA et sur PIA + 
antibiotique pour vérifier la perte de résistance à l’antibiotique. 
 
 
Figure 28 : Principe de l’insertion ou la délétion de séquences d’ADN dans le chromosome de P. 
aeruginosa 
a) Principe de la délétion d’une séquence d’ADN du chromosome de P. aeruginosa b) Principe de 
l’insertion d’une séquence d’ADN dans le chromosome de P. aeruginosa 
 
J. Vérification de la présence de la séquence d’ADN souhaitée 
Dans un premier temps, la présence de l’insert souhaité peut être vérifiée par PCR sur 
colonie ou bien par digestion enzymatique. 
Le principe de la PCR sur colonie est le même que la PCR mais la matrice d’ADN est 
apportée directement par les bactéries. Les oligonucléotides utilisés sont situés de part et 
d’autre de la séquence recherchée. En général, ce sont donc les mêmes que ceux utilisés pour 
amplifier l’insert. Les bactéries sont ajoutées avec une pointe au mix de PCR et lysées par 
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chauffage à 98°C pendant 15 minutes. La DNA polymerase est ensuite ajoutée et les cycles 
habituels de PCR utilisés. Pour la vérification de la délétion d’un gène, des oligonucléotides 
extérieurs à ceux utilisés pour la SOE PCR doivent être utilisées. 
La digestion par des enzymes de restriction est également très utilisée pour vérifier la 
présence d’une séquence d’ADN d’intérêt dans un plasmide. Des enzymes de restriction 
permettant un clivage de part et d’autre de l’insert, ou bien à l’intérieur de l’insert, sont 
incubées avec le plasmide purifié. La taille des fragments digérés permet de confirmer la 
présence de l’insert. 
Une fois que la présence de l’insert est confirmée, il est important de procéder à un 
séquençage de la séquence d’ADN afin de vérifier l’absence d’erreur. Le séquençage est 
effectué par la société Cogenics. 
 
III. Caractérisation biochimique des protéines 
 
Les échantillons, tels que des extraits bactériens, des surnageants de cultures, des 
fractions membranaires, … sont analysés par électrophorèse en conditions dénaturantes et 
Western blots afin de détecter et d’évaluer la quantité des protéines qu’ils contiennent.  Pour 
améliorer la détection spécifique de la protéine ExsB, les anticorps dirigés contre cette 
protéine ont dû être purifiés. 
A. Electrophorèse et Western blots 
Du bleu de charge de protéines (1X : 50 mM Tris HCl pH 6,8 ; 2% SDS ; 10% 
glycérol ; 100mM DTT ; 0,1% bleu de bromophénol) est ajouté aux échantillons. Pour les 
échantillons correspondant aux bactéries totales, celles-ci sont reprises dans un volume de 
bleu de charge 10 fois plus petit que leur volume initial. Les échantillons sont dénaturés 10 
minutes à 100°C puis analysés par électrophorèse SDS-PAGE, sur des gels à 8, 12 ou 15% de 
polyacrylamide.  
Les protéines sont soit colorées (bleu de Coomassie ou nitrate d’argent), soit analysées 
par Western blots. 
La coloration est réalisée par incubation du gel pendant 30 minutes avec une solution 
de bleu de Coomassie (1g/L de bleu de Coomassie, 10% d’acide acétique (v/v) et 40% 
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d’éthanol (v/v)), suivi par un rinçage dans une solution à 7,5% d’acide acétique et 25% 
d’éthanol.  
Pour une plus grande sensibilité, les protéines peuvent également être colorées à l’argent. 
Pour cela, le gel est lavé pendant 30 minutes dans une solution à 40% d’éthanol (v/v) et 10% 
d’acide acétique (v/v) puis incubé pendant 30 minutes dans une solution à 30% d’éthanol 
(v/v), 68 g/L d’acétate de sodium,  2 g/L de thiosulfate de sodium. Après 3 rinçages de 5 
minutes à l’eau distillée, le gel est incubé durant 40 minutes dans la solution à l’argent (1 g/L 
de nitrate d’argent, 200 µL/L de formaldéhyde). La révélation se fait avec la solution de 
développement (32,5 g/L de K2CO3, 200µL/L de formaldéhyde). 
 
Pour les Western blots, les protéines sont transférées sur une membrane de 
nitrocellulose pendant 1h30 à 125 mA grâce au système « X Cell Blot Module » de 
Invitrogen. Pour les grosses protéines de plus de 100 kDa, le transfert est effectué sur une 
membrane PVDF pendant 3h30 à 300 mA grâce au système « Mini trans-blot electrophoretic 
transfer cell » de Biorad. Après incubation avec les anticorps primaires, les anticorps 
secondaires associés à la HRP sont ajoutés (Tableau 10). Le kit GE Healthcare permet la 
détection des protéines par chimioluminescence. 
 
Anticorps Dilution Espèces Provenance 
PscN 1000 Lapin Laboratoire (Eurogentec) 
PscQ 3000 Cochon d'inde Laboratoire (Eurogentec) 
PscC 3000 Cochon d'inde Laboratoire (Eurogentec) 
PopB 10000 Lapin Gouré et al, 2005 
PopD 1000 Lapin Gouré et al, 2005 
PcrV 3000 Lapin Gouré et al, 2005 
ExsA 1000 Lapin Thibault et al., 2009 
ExsB 2000 Lapin Laboratoire (Covalab) 
RpoA 1000 Souris NeoClone 
DsbA 20000 Lapin Donné par S. de Bentzmann 
XcpY 1000 Lapin Donné par R. Voulhoux 
MexB 500 Lapin Donné par N. Gotoh 
OprI-F 2500 Souris Donné par H. E. Gilleland 
-lactamase 3000 Lapin Millipore 
GFP 2500 Souris Sigma-Aldrich 
mCherry 1000 Souris Clontech 
His 6000 Souris Sigma-Aldrich 
Strep 1000 Souris Novagen 
Tableau 10 : Anticorps utilisés 
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B. Purification des anticorps dirigés contre ExsB 
Afin d’améliorer leur spécificité, les anticorps dirigés contre ExsB, ont été purifiés 
contre la protéine pure. 
1) Purification de la protéine ExsB 
La protéine ExsB a été purifiée comme décrit à l’Institut de Biologie Structurale de 
Grenoble. La protéine ExsB portant à son domaine N-terminal les étiquettes hexa-histidine 
(His) et « maltose binding protein » (MBP) a été exprimée chez E. coli Rosetta II. 
Après 3 heures d’induction à 1mM d’IPTG dans 1L de milieu, les bactéries ont été lysées par 
le microfluidizer M110P pendant 5 minutes à 15000 psi dans 30mL de tampon 25mM Tris, 
500mM NaCl, pH8, 20 mM Hepes, 10 mM imidazole supplémenté par un cocktail 
d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (Roche). 
Après une ultracentrifugation de 10 minutes à 14 000g, le lysat a été appliqué à une colonne 
HisTrap HP de 1mL de GE Healthcare, permettant de purifier la protéine par affinité au nickel 
(via l’étiquette hexa histidine). Après élution à 200 mM d’imidazole, l’échantillon est dialysé 
pendant la nuit à 4°C contre le tampon de dialyse  (NaHCO3 0,1M NaCl 0,5 M pH8). 
 
2) Liaison de la protéine ExsB pure à la résine CH Sepharose 4B 
15 g de résine sont resuspendus dans 50mL de HCl 1 mM, pendant 15 min à 
température ambiante. Plusieurs lavages sont ensuite effectués : avec 150 mL de HCl 1 mM 
puis avec 100 mL de tampon de dialyse. 
La résine est incubée avec 2 mL de ExsB purifiée (soit 46 mg de protéines) pendant 2h à 
température ambiante. Cela permet la fixation de la protéine ExsB, par les groupements NH2 
libre, aux groupements actifs du gel. 
Après un rinçage avec 50 mL de tampon dialyse, 50mL d’une solution de TrisHCl 0,1M sont 
incubés pendant 30min à température ambiante pour bloquer les groupements actifs de la 
résine n’ayant pas réagi. 
Le gel est ensuite coulé dans une colonne. Deux cyles de lavage sont réalisés avec 50 mL 
d’acetate de sodium ; 0,1M NaCl 0,5M acide acétique 0,1M, pH4 puis avec 50mL de Tris 
0,1M pH8 NaCl 0,5M. 
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3) Purification des anticorps 
La colonne est chargée avec le sérum de lapin anti ExsB en continu pendant 2h, à un 
débit de 1mL/min. La colonne est ensuite lavée avec du PBS. L’élution est effectuée par une 
solution de glycine à 100mM, pH2. Le pH des fractions d’élution est neutralisé par du tampon 
Tris HCl à 1M, pH8. 
 
C. Localisation des protéines d’intérêt 
Cette partie concerne les essais de localisation des protéines du SST3 au sein de la 
bactérie réalisés dans le cadre de l’étude de la protéine ExsB et de son activité dans ce 
système. Après avoir été étudiée par fractionnement cellulaire simple, la localisation des 
protéines détectées dans les membranes bactériennes a été approfondie en séparant la 
membrane interne de la membrane externe. Enfin, des techniques de marquage fluorescent 
des protéines ont été utilisées afin de visualiser si la protéine ExsB et son partenaire potentiel 
PscC co-localisent.  
 
1) Fractionnement cellulaire 
La localisation des protéines d’intérêt est réalisée sur des cultures bactériennes de P. 
aeruginosa de 30 mL, en condition d’induction du SST3. Le fractionnement cellulaire est 
réalisé en plusieurs étapes, représentées sur la figure ci-dessous. Après avoir prélevé un 
échantillon de 500µL de culture à D.O.600nm 1 (fraction Cellules Totales), les bactéries sont 
culotées par centrifugation à 6000g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot bactérien est lavé avec 
10 mL de tampon TM (Tris-HCl 30mM, MgCl2 10mM, protease inhibitor cocktail, complete, 
Roche) puis remis en suspension dans 1 mL de tampon TM contenant 500µg/mL de 
lysozyme.  
 
Une incubation de l’échantillon pendant 30 minutes à 23°C permet au lysozyme de 
dégrader le peptidoglycane. L’échantillon est centrifugé à 8000g pendant 15 minutes à 4°C : 
le surnageant contient le Périplasme tandis que le culot est constitué de sphéroplastes, c'est-à-
dire des bactéries « vidées » de leur périplasme (possédant seulement les membranes interne 
et externe). Ces sphéroplastes sont lavés avec 1 mL de tampon TM puis lysés dans 1 mL de 
tampon TM par sonication (appareil Vibra Cell 75185, amplification 40%) ; 1000J, par pulse 
de 2 fois 1 min puis 30s). Les cellules non cassées sont éliminées par centrifugation à 8000g 
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pendant 15 min puis les membranes sont culotées par ultracentrifugation à 90000g pendant 30 
min. Le surnageant correspond au Cytosol tandis que les Membranes sont présentes dans le 
culot. 
 
Figure 29 : Principales étapes de fractionnement cellulaire pour la séparation du périplasme, du 
cytosol et des membranes de P. aeruginosa 
 
2) Séparation des membranes interne et externe 
Séparation des membranes en fonction de leur densité par gradient sucrose 
Pour séparer les membranes interne et externe, les cultures bactériennes de P. 
aeruginosa sont réalisées dans 500mL de milieu LB, en condition d’induction du SST3, 
jusqu’à D.O.600nm 1. Après centrifugation à 6000g pendant 15 minutes à 4°C de la totalité de 
la culture, les bactéries sont remises en suspension dans 25 mL de tampon A (10 mM Tris, pH 
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7,4, 10 µg/mL de RNase, 10µg/mL DNase 20% sacharose (m/m) et une pastille d’inhibiteurs 
de protéase, Complete, Roche).  
La lyse des cellules est réalisée avec le microfluidizer M-110P à 15 000 psi en continu 
pendant 5 minutes. Les cellules intactes non lysées sont éliminées par centrifugation à 8000g 
pendant 15 minutes à 4°C. Les membranes totales sont récupérées par ultracentrifugation : 
1 heure à 138 000 g à 4°C puis remises en suspension dans une solution à 20% (m/m) de 
sacharose. 
L’échantillon des membranes totales est déposé sur le dessus d’un gradient 
discontinu de sacharose, préparé à 4°C comme décrit dans le schéma ci-dessous. Pour les 
premières expériences de localisation de la protéine ExsB, le gradient de sacharose a été 
préparé en superposant 1,5 mL de chacune des solutions à  60%  ; 55% ; 50% ; 45% ; 40% ; 
35% et 30% de sacharose. Pour les expériences de séparation réalisées par la suite, les 
couches du gradient de sacharose ont été modifiées afin d’améliorer la séparation des 
membranes et sont composées de la façon suivante : 1,4mL à 55% ; 1,5 mL à 50% ; 1,5 mL à 




Figure 30 : Composition des gradients de sacharose pour la séparation des membranes interne et 
externe. 
 
La séparation des membranes par gradient de sacharose est réalisée par 
ultracentrifugation à 207 000 g à 4°C pendant 72 h. 
Finalement, 24 fractions de 500 µL sont collectées. Les fractions de membrane interne 
se trouvent au niveau de 37,5% de sacharose tandis que les fractions de membrane externe 
sont retrouvées au niveau de 42,5% sacharose. Chaque échantillon est dilué au ¼ dans du bleu 
de charge puis incubé 10 minutes à 100°C pour l’analyse SDS PAGE suivie de par coloration 
au bleu de Coomassie ou de Western blot. Les fractions de la membrane externe sont 
facilement reconnaissables via la présence de porines, bande majoritaire visualisée par 
coloration au bleu de Coomassie à environ 35 kDa. La protéine XcpY, contre laquelle un 
% sucrose 
Membranes totales 
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Western blot peut être réalisé, est spécifiquement localisée dans la membrane interne. Le 
dosage de l’activité NADH oxydase permet de confirmer les fractions contenant la membrane 
interne. 
L’activité NADH oxydase des échantillons issus des gradients de saccharose est 
mesurée de la façon suivante. Au temps 0, 50µL d’échantillon purs sont mélangés avec 10µL 
de substrat NADH.à 12mM, dans 940µL de tampon à 50mM Tris HCL ; 0,2 mM de DTT ;  
pH 7,4. L’absorbance est mesurée  à 340nm au début de la réaction (temps 0) et au bout de 5 
min de réaction à température ambiante. La différence d’absorbance est corrélée à l’activité 
NADH oxydase. Les fractions de membrane interne contiennent la NADH oxydase et 
présentent donc une activité élevée. 
 
Séparation des membranes par solubilisation différentielle par des détergents 
La séparation des membranes interne et externe par solubilisation différentielle par des 
détergents a été décrite par (Hoang et al. 2011). Les membranes provenant de 30 mL de 
cultures de P. aeruginosa, ont été préparées comme décrit dans la partie II-C-1) mais en 
éliminant l’étape de traitement au lysozyme. Elles sont incubées pendant 30 minutes dans la 
glace dans du tampon 20mM Tris HCl, 0,2% sarkosyl, pH 7,5 afin de solubiliser les 
membranes internes. Après une ultracentrifugation à 200000g pendant 1h à 4°C, les 
membranes externes sont resuspendues dans du tampon 20mM Tris HCl,  0,1% SDS, pH 7,5. 
 
D. Recherche des partenaires de la protéine ExsB 
Différentes méthodes ont été employées pour rechercher les protéines partenaires de 
ExsB, et en particulier pour détecter une interaction entre ExsB et son partenaire potentiel 
PscC.  
1) Pull-down 
Les 500 mL de suspension bactérienne des souches CHA exsB/exsB (utilisée comme 
contrôle négatif) et CHA exsB/exsBstrep à D.O. 1 et dont le SST3 a été induit sont récoltés. 
Après avoir resuspendu le culot dans 25 mL de tampon de lyse (50 mM Tris HCl, pH8 ; 150 
mM NaCl, cocktail d’inhibiteur de protéases PIC de Roche), les bactéries sont lysées au 
Microfluidizer M110P à 15 000 psi pendant 5 minutes. Les bactéries non cassées sont 
éliminées par une centrifugation à 6000g et à 4°C pendant 15 minutes. Une ultracentrifugation 
à 138 000 g pendant 30 minutes à 4°C permet de récupérer les membranes bactériennes. 
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Après deux lavages avec 10 mL de tampon de lyse, les membranes sont solubilisées dans 9 
mL d’une solution composée de 50 mM Tris HCl, pH8 ; 150 mM NaCl ; 1% DDM ; 2mM 
EDTA et du cocktail d’inhibiteur de protéases PIC de Roche. Une ultracentrifugation de 10 
minutes à 310 000 g à 4°C est réalisée afin d’éliminer les membranes mal solubilisées. Le kit 
Strep tactin de Novagen est utilisé pour extraire la protéine ExsB grâce à son étiquette 
protéique Strep ainsi que ses partenaires potentiels. Pour cela, les billes de résine Strep Tactin, 
lavées au préalable avec du tampon de lavage fourni dans le kit, sont incubées pendant la nuit 
avec les membranes solubilisées. La fraction non fixée à la résine est récupérée par une 
centrifugation de 2 minutes à 200 g. Après trois lavages avec le tampon de lavage 
supplémenté par 0,05% de DDM, trois élutions successives sont effectuées avec le tampon 
d’élution du kit contenant 0,05% de DDM. Toutes les fractions sont analysées par coloration à 
l’argent, Western blot et spectrométrie de masse. 
 
2) Immunoprécipitation 
L’immunoprécipitation est réalisée grâce au kit de Invitrogen (ref. 10006D, 
Immunoprecipitation kit Dynabeads protein A) en plusieurs étapes.  
La première étape est la fixation des anticorps sur les billes magnétiques. Environ 25 
µL de billes magnétiques couplées à la protéine A sont rincées avec du PBS puis incubées 
avec 1 mL d’anticorps purifiés dirigés contre ExsB, avec rotation, pendant 1h30. Les 
anticorps sont ainsi fixés aux billes, du fait de leur forte affinité avec la protéine A. Cette 
fixation est stabilisée par une incubation pendant 1h30 avec 250 µL de crosslinker BS3 à une 
concentration de 5mM dans du tampon de conjugaison (20 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl). La 
réaction de crosslink est stoppée par l’ajout de 12,5 µL de Tris HCl, pH 7,4 pendant 15 min.  
L’étape suivante est l’immunoprécipitation de l’antigène ExsB. Les lysats 
bactériens sont préparés à partir de bactéries concentrées 15 fois dans du tampon de lyse (20 
mM Tris HCl, pH8, 0,1 M NaCl, 2mM EDTA, 0,5% DDM et le cocktail d’inhibiteurs de 
protéases). Les bactéries sont cassées par sonication, 3 fois 150 J. Après élimination des 
bactéries non cassées par centrifugation 10 minutes à 8000g à 4°C, les lysats bactériens sont 
incubés pendant 3h avec les billes Dynabeads précédemment liées aux anticorps. 
Enfin, après 3 lavages, ExsB et ses interactants sont élués par incubation des billes 
dans 20µL de tampon d’élution. Une première élution est réalisée pendant 2min à 
température ambiante et une seconde élution pendant 10min à 70°C. Les échantillons sont 
analysés par coloration à l’argent, par Western blot et par spectrométrie de masse. Si la 
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protéine ExsB a bien été immunoprécipitée, elle devrait être détectée dans les fractions 
d’élution. Si elle interagit avec un partenaire, ce partenaire devrait être identifié dans les 
fractions d’élution. 
 
3) Overlay ou Far Western blot 
L’overlay est réalisé comme décrit par Hall R. A. (2004) (Hall 2004), en mettant en 
contact dans 9 mL de PBS tween 0,05% lait 2%, soit :  
 
- 250 µL de l’extrait contenant la protéine ExsB avec une membrane PVDF sur laquelle 
ont été transferrés 12 µL des lysats bactériens de P. aeruginosa CHA et CHA pscC. 
La membrane est alors révélée avec l’anticorps anti ExsB. 
- 750µL de lysats bactériens de CHA et CHA pscC avec la membrane PVDF sur 
laquelle a été transférée 7 µL de l’extrait contenant la protéine ExsB. La membrane est 
analysée avec les anticorps anti PscC. 
 
Les lysats bactériens sont préparés à partir de 45 mL de cultures induite à l’EGTA. Après lyse 
des bactéries par sonication (3 fois 200J) dans 1,5 mL de PBS contenant un cocktail 
d’inhibiteurs de protéase (PIC Complete, Roche) ainsi que du DDM à 0,05%, les bactéries 
non cassées ont été éliminées par centrifugation 10 min à 8000g à 4°C. 
 
E. Purification de l’ATPase PscN 
L’ATPase PscN de P. aeruginosa a été purifiée afin de caractériser cette enzyme in 
vitro. Cette purification a été réalisée à partir de l’expression de la protéine dans son 
environnement naturel, c'est-à-dire dans P. aeruginosa. La première étape est la séparation du 
contenu soluble (cytosol, périplasme) et des membranes de la bactérie. Plusieurs techniques 
de purification par chromatographie ont ensuite été appliquées. Enfin, les échantillons purifiés 
ont été observés par microscopie électronique et analysés par SDS PAGE  et spectrométrie de 
masse, afin de vérifier la pureté et de détecter des partenaires potentiels ou contaminants. 
L’activité ATPase de ces échantillons a également été étudiée pour vérifier que la protéine 
purifée n’a pas perdu son activité. 
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1) Séparation du cytosol et des membranes 
Les souches de P. aeruginosa exprimant l’ATPase « taggée » (hexa-histidine et/ou 
Strep), obtenues par complémentation de la souche pscN sont récoltées à partir de 1L de 
culture en conditions d’induction du SST3, à une D.O.600nm de 1. 
Après centrifugation à 6000g pendant 10 min à 4°C, les culots bactériens sont remis 
en suspension dans 30mL de tampon de lavage contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéase 
Complete (Roche). Le tampon de lavage utilisé avant une chromatographie d’affinité via 
l’étiquette hexa-histidine est le tampon IMAC (25mM Tris, 500mM NaCl, pH8), tandis que 
celui utilisé avant la chromatographie d’affinité via l’étiquette Strep est le tampon S (100mM 
Tris, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, pH8). Une autre condition de purification a été testée dans 
laquelle l’échantillon est 4 fois plus dilué dans ce même tampon. 
Différentes conditions de lyse des bactéries ont également été utilisées afin d’optimiser 
la purification. 
La première est la lyse mécanique par une presse de French (3 passages à une pression de 
15000 psi). 
La seconde est la sonication (pulse 5 s, repos 5s pendant 20min), qui permet de casser les 
bactéries par des ultrasons. 
La dernière repose sur l’utilisation du « microfluidizer » M-110P. Cet appareil conduit à une 
lyse mécanique par pression et par cisaillement. Les conditions d’utilisation du 
« microfluidizer » ont été optimisées par Amandine Gaude. 
Les meilleures conditions sont obtenues lorsque la suspension bactérienne est appliquée en 
continu dans le « microfluidizer » pendant 5 min à 10 000 p.s.i. 
Pour la purification de l’ATPase, les fractions solubles mais aussi les fractions 
membranaires peuvent être utilisées. Les membranes sont séparées du contenu soluble par 
ultracentrifugation à 125 000 g pendant 45min à 4°C. Les fractions membranaires sont 
préparées en solubilisant un culot de membranes provenant de 15 mL de suspension 
bactérienne dans 15 mL de tampon de lavage + 1% triton X100 à 4°C pendant 14h. Les  
membranes non solubilisées sont éliminées par ultracentrifugation à 125 000 g pendant 1h30 à 
4°C. 
Enfin, l’ATPase contenue soit dans la fraction soluble soit dans les membranes est purifiée 
par des méthodes chromatographiques FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). Toutes 
les chromatographies sont réalisées à l’aide d’un appareil de chromatographie liquide « Akta 
purifier ». 
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2) Purification primaire par chromatographie d’affinité sur colonne de 
nickel 
La chromatographie d’affinité sur colonne de nickel repose sur l’interaction entre le 
nickel présent sur la colonne et les six histidines de l’étiquette protéique portée par la protéine 
d’intérêt. La colonne utilisée, la His Trap, a un volume de 1mL. 
Après avoir fixé le nickel sur la colonne avec une solution à 0,5M de NiSO4 à pH8, et 
équilibré la colonne dans du tampon IMAC, l’échantillon est chargé à un débit de 1mL/min, à 
l’aide d’une pompe péristaltique. La colonne est ensuite placée sur l’« Akta purifier ». Pour 
toute la purification, un débit de 1mL/min est utilisé. Plusieurs étapes de lavage sont 
effectuées avec des concentrations croissantes en imidazole pour éluer les contaminants qui 
auraient pu se lier à la colonne : 
Un lavage avec 10 mL de tampon IMAC contenant 20mM imidazole. 
Un lavage avec 10 mL de tampon IMAC contenant 50 mM imidazole. 
Un lavage avec 10 mL de tampon IMAC contenant 100 mM imidazole. 
Pour l’élution 20 mL de tampon IMAC contenant 200 mM imidazole sont appliqués, et des 
fractions de 2 mL sont récoltées. 
Un tampon phosphate NaCl peut également être utilisé à la place du tampon IMAC. 
La colonne est régénérée par passage d’EGTA à 0,5M, qui est un agent chélateur de nickel. 
 
3) Purification primaire par chromatographie d’affinité sur colonne 
Streptactine 
L’échantillon issu des cultures de P. aeruginosa exprimant l’ATPase fusionnée à une 
étiquette protéique Strep est appliqué à une colonne Strep Trap de 1mL, équilibrée au 
préalable dans du tampon S. Différentes conditions de fixation de la protéine ont été testées : 
2 passages de l’échantillon sur la colonne, passage en continu pendant 14h à 4°C, passage de 
10mL seulement, à des débits de 1 ou 0,7 mL/min.  
La purification a ensuite été effectuée à un débit de 1mL/min. Tout d’abord, la colonne a été 
lavée avec 10mL de tampon S. Puis, 8mL de tampon S supplémenté par 2,5mM de 
desthiobiotine ont été utilisés pour éluer la protéine. Des fractions de 1mL sont récoltées 
pendant cette étape d’élution. Lorsque cette purification d’affinité est réalisée à partir des 
échantillons membranaires, tous les tampons sont supplémentés par 0,1% de triton X100. 
La colonne est régénérée en appliquant du tampon S contenant 1mM HABA (acide 2-
[4’hydroxy-benzeneazo] benzoïque). Cette technique peut être utilisée en tant qu’étape de 
purification secondaire, après la chromatographie d’affinité sur colonne de nickel. 
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4) Purification secondaire après la chromatographie d’affinité sur colonne 
de nickel 
Une étape de purification secondaire peut être effectuée afin d’améliorer la pureté des 
échantillons. L’échantillon à purifier est constitué d’un pool de fractions d’élution issu de 
purifications par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel. Cette deuxième 
purification est soit une chromatographie d’échange d’ions soit une chromatographie 
d’interaction hydrophobe. Lorsque l’ATPase possède une double étiquette protéique 
(Histidine et Strep), la purification secondaire peut consister en une nouvelle chromatographie 
d’affinité sur colonne Streptactine, effectuée dans les conditions décrites précédemment.  
 
Chromatographie d’échange d’ions 
Une étape d’élimination du sel présent dans l’échantillon est tout d’abord nécessaire 
pour permettre la fixation des protéines sur la colonne. Pour cela, l’échantillon est chargé sur 
une colonne d’exclusion de taille HiPrep 26/10, qui permet de retenir le sel et l’imidazole tout 
en excluant les protéines de plus de 5000 Da. Le tampon utilisé lors de cette étape est du Tris-
HCl à pH8. La fraction correspondant aux protéines exclues de la matrice, contenant 
l’ATPase, est récoltée dans le tampon Tris-HCl à pH8. 
Le point isoélectrique de l’ATPase étant de 6,85, la protéine est chargée négativement 
dans le tampon Tris-HCl à pH8. La fraction contenant l’ATPase est donc appliquée à une 
colonne échangeuse d’anions, une HitrapQ HP de 1mL. La chromatographie s’effectue à un 
débit de 1mL/min et consiste en une étape de lavage avec 8 mL de tampon Tris-HCl à pH8 
puis un gradient de 20mL jusqu’à une concentration en sel NaCl de 1M et enfin une élution 
avec 20mL de tampon Tris-HCl à pH8 contenant 1M de NaCl 
 
Chromatographie d’interaction hydrophobe 
L’étape de changement de tampon est réalisée avec la colonne Hi Prep 26/10 de 1mL 
en utilisant le tampon Tris-HCl, 2M NaCl, pH8.  
L’échantillon est ensuite injecté dans une colonne HiTrap phenyl HP. Après un lavage 
avec 8 mL de tampon Tris-HCl, pH8, 2M NaCl, un gradient décroissant en concentration en 
sel NaCl est appliqué pendant 20mL. L’élution est finalement effectuée par 20mL de Tris-
HCl, pH8. Les protéines qui auraient pu rester liées à la colonne sont éluées par injection 
d’éthanol à 20%. 
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5) Purification secondaire après la chromatographie d’affinité sur colonne 
Streptactine 
Les échantillons semi-purs obtenus après la chromatographie d’affinité sur colonne 
Streptactine ont été séparés par chromatographie d’exclusion de taille. Pour cela, la colonne 
Superdex 200, permettant la séparation des protéines dont le poids moléculaire est compris 
entre 10 et 600 kDa, a été utilisée. Le débit appliqué à la colonne a été de 1mL/min. 
 
F. Analyse par spectrométrie de masse des protéines présentes dans différents 
échantillons 
Cette analyse a été réalisée par Yohann Coute et Alexandra Kraut, de l’équipe Edyp, 
du laboratoire Biologie à Grande Echelle du CEA de Grenoble, par chromatographie liquide 
avec détection par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Cette technique repose 
sur l’analyse des peptides résultant de la digestion des protéines contenues dans l’échantillon.  
Elle a été utilisée pour déterminer les protéines présentes dans les échantillons de 
PscN partiellement purifiée ainsi que dans les échantillons issus des immunoprécipitations de 
ExsB. 
 
G. Tests activité ATPase 
Les tests d’activité ATPase ont été réalisés afin de vérifier la fonctionnalité de 
l’ATPase PscN, notamment dans les échantillons partiellement purifiés.  
L’activité ATPase a été évaluée en dosant le phosphate libéré lors de l’hydrolyse de 
l’ATP. Les conditions de réaction sont l’incubation de 70µL d’échantillon avec 10 µL d’ATP 
MgCl2 5mM et 20µL de Tris-HCl 30 mM pH7,5 pendant 1h ou 1h30 à 37°C. 800µL de 
réactif de coloration (malachite green 0,034%, Molybdate d’ammonium 1% (m/v), Triton 
X100 0,005%, incubation 30 min à température ambiante) sont ensuite ajoutés. Après 
incubation 1 min, l’absorbance est mesurée à 640nm. 
 
IV. Etude de l’activation et de l’activité du SST3 
 
Différentes méthodologies ont été appliquées pour étudier l’activation et l’activité 
du SST3 dans les différentes souches de P. aeruginosa, en particulier pour les souches 
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délétées des gènes codant pour les protéines PscN et ExsB ainsi que les souches 
complémentées correspondantes. Les trois premiers tests décrits dans cette partie sont réalisés 
in vitro sur des cultures bactériennes, pour mesurer l’activation de la transcription des gènes 
du SST3, vérifier l’expression et la sécrétion de protéines de ce système et compter le nombre 
d’aiguilles du SST3 assemblées par les bactéries. Les paragraphes suivants expliquent les 
techniques utilisées pour rendre compte de l’activité du SST3 envers des cellules ou 
organismes eucaryotes.  
 
A. Test d’activation du SST3 
Ce système a été mis au point au laboratoire par Mayebine Sall et a été appliqué pour 
toutes les souches de P. aeruginosa délétées d’un gène du SST3 disponibles au laboratoire. 
Les souches dont l’activation du SST3 doit être étudiée sont transformées par le plasmide pS 
GFP. Ce plasmide permet d’exprimer la GFP lorsque le promoteur pS, promoteur du gène 
codant pour la toxine ExoS du SST3, est activé. Ainsi, la fluorescence émise par les bactéries 
est directement liée à l’activation du SST3. 
Les souches transformées, après avoir été cultivées pendant 15h à 300 RPM et 37°C, 
sont diluées à D.O.600nm 0,1 dans 100µL de milieu dans une plaque stérile. 
Le milieu peut être du LB seul ou bien de LB supplémenté avec 5mM de CaCl2 (répression du 
SST3) ou bien avec 5mM d’EGTA et 20mM de MgCl2 (activation du SST3).  
La fluorescence des bactéries est suivie pendant 6h à une longueur d’onde d’excitation de 
485nm et d’émission de 527 nm dans un fluorimètre en plaque (Thermo).  
Des cinétiques reflétant la fluorescence du promoteur pS GFP en fonction du temps ont été 
tracées. Les pentes des zones linéaires de ces cinétiques sont corrélées à l’activation du 
promoteur pS GFP. 
 
B. Tests d’expression et de sécrétion de protéines du SST3 
Lorsqu’une D.O.600nm de 1 est atteinte après induction du SST3, 1mL de culture de P. 
aeruginosa est centrifugé à 13 000 g pendant 5 minutes. La présence d’effecteurs ou de 
translocateurs sécrétés dans le milieu extracellulaire est analysée par Western blot sur le 
surnageant ou bien directement par une coloration à l’argent du gel d’électrophorèse du 
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surnageant. Un autre Western blot sur la fraction cellulaire permet de vérifier la production 
des protéines du SST3 par les bactéries, ainsi que leur niveau d’expression. 
 
C. Modèles d’infection in vitro 
Des modèles d’infection in vitro ont été utilisés dans le but d’évaluer l’implication des 
protéines PscN et ExsB dans la cytotoxicité due au SST3 envers les cellules eucaryotes. Pour 
cela, des infections par P. aeruginosa ont été réalisées sur des cultures de différentes cellules 
eucaryotes. 
1) Relargage de la Lactate Déshydrogénase (LDH) par les macrophages 
de souris J774 
L’activité du SST3 lors de l’infection par P. aeruginosa provoque la lyse des 
macrophages. La LDH intracellulaire fuit à l’extérieur des cellules et peut être dosée par un 
test enzymatique. Le pourcentage de LDH expulsée entre 1 heure et 4 heures après l’infection 
est donc corrélé avec la cytotoxicité dépendant du SST3 du pathogène. Ce test a été utilisé 
pour rendre compte de la cytotoxicité causée par les différentes souches de P. aeruginosa 
construites pour l’étude de l’ATPase PscN et de la protéine ExsB de ce système 
Pour permettre leur adhérence, 200µL de cellules J774 à une concentration de 10
6
 
cellules/mL sont déposées dans chaque puits la veille de l’infection, dans une plaque 48 puits. 
Le jour de l’infection, les bactéries à D.O. 600nm 1 sont diluées dans du LB préchauffé à 37°C 
de sorte à infecter les cellules avec 5µL de suspension bactérienne.  Le rapport entre le 
nombre de bactéries utilisé pour l’infection et le nombre de cellules, appelé MOI (Multiplicity 
Of Infection) peut être de 0,2 ; 1 ; 5 ou 10, sachant que 1 mL de bactéries à D.O.600nm 1 
correspond à 6.10
8
 bactéries. Les macrophages sont lavés avec du milieu chaud sans 
antibiotique 1 heure avant l’infection. 
Au bout de 1h, 2h, 3h et éventuellement 4h d’infection à 37°C, 5% CO2, 30 µL de 
surnageant d’infection sont prélevés. Le dosage enzymatique est réalisé grâce au kit 
« Cytotoxicity Detection (LDH) » de Roche. 100µL de réactif sont ajoutés à chaque 
échantillon, et l’activité est mesurée via la mesure de la D.O. à 492 nm après 5 min de 
réaction à l’obscurité. Le témoin négatif (cellules seules, non infectées) correspond au 0% de 
cytotoxicité tandis que le témoin positif (cellules seules lysées par du triton X100 1%) 
correspond au 100% de cytotoxicité. 
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2) Arrondissement cellules épithéliales A549 
Cet autre test de cytotoxicité a été effectué pour confirmer les résultats observés sur 
les macrophages de souris sur une autre lignée cellulaire. Les effecteurs sécrétés par le SST3 
P. aeruginosa conduisent à un réarrangement du cytosquelette d’actine des cellules infectées 
et à leur arrondissement. Les cellules sont marquées avant l’infection avec des colorants 
vitaux du noyau (Hoechst 33258) et de la surface cellulaire (Dii). Le système automatisé 
InCell d’acquisition et d’analyse d’images de microscopie à fluorescence du centre de 
Criblage pour Molécules BioActives (CMBA) est utilisé. Les cellules épithéliales A549 sont 
classées selon leur forme, « ronde » ou « étalée » en fonction de leur forme et de leur rapport 
noyau/cytoplasme, à différents temps après l’infection. Les pourcentages de cellules arrondies 
sont déterminés toutes les heures entre 1 heure et 4 heures après l’infection. 
 
3) Rétraction des cellules endothéliales HUVEC 
Ce dernier test de cytotoxicité, développé dans l’équipe par Philippe Huber et 
Stéphanie Bouillot, a été réalisé sur des cellules endothéliales primaires et non pas sur une 
lignée cellulaire immortalisée. Ce type de cellules est donc plus proche des cellules infectées 
in vivo. Ces cellules se rétractent rapidement lorsqu’elles sont infectées par des souches de P. 
aeruginosa ayant un SST3 actif. Les cellules sont isolées à partir de cordons ombilicaux 
humains par une technique pré-établie. Après trois heures d’infection, les cellules sont fixées 
au méthanol froid et marquées avec un anticorps dirigé contre la β-actine. La révélation avec 
un anticorps secondaire fluorescent permet de visualiser l’ensemble du corps cellulaire. Trois 
images sont prises pour chaque condition et la surface cellulaire est mesurée pour chaque 
champ à l’aide du logiciel ImageJ. Le pourcentage moyen de rétraction cellulaire provoqué 
par les différentes souches de P. aeruginosa est calculé à partir des mesures des surfaces 
cellulaires. 
 
D. Modèles d’infection in vivo 
Des infections aiguës ont été réalisées in vivo sur des animaux, la drosophile et la 
souris pour étudier l’implication de la protéine ExsB dans la virulence de P. aeruginosa. Ces 
animaux sont des modèles usuellement utilisés pour étudier l’impact de facteurs de virulence 
lors d’infections (Rahme et al. 2000). 
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1) Infections de drosophiles 
Les drosophiles constituent un bon modèle d’infection car elles possèdent un système 
immunitaire inné proche de celui des mammifères (D'Argenio et al. 2001). Les expériences 
d’infection de drosophiles ont été réalisées en collaboration avec Marie-Odile Fauvarque et 
Perrine Viargues, de l’équipe « Génétique & chemogénomique » du laboratoire Biologie à 
Grande Echelle du CEA de Grenoble. Les cultures de P. aeruginosa en phase exponentielle 
sont diluées à D.O.600nm 0,35. Les mouches sont endormies au CO2 puis piquées par ces 
cultures, sous l’aile. Le suivi de la mortalité des drosophiles entre 1 heure et 24 heures après 
la piqûre reflète la virulence des différentes souches. 
 
2) Infections aiguës des poumons chez la souris 
Des infections aiguës chez les souris ont été réalisées par Philippe Huber et Stéphanie 
Bouillot pour étudier le rôle de ExsB dans la virulence de P. aeruginosa. Pour chaque souche 
bactérienne testée, dix souris mâles BALB/c de 20g (provenant de l’élevage Harlan) ont été 
infectées par inhalation de 2.10
6
 bactéries afin de déclencher une pneumopathie. Ce modèle 
est intéressant puisque P. aeruginosa infecte souvent les poumons des personnes fragilisées. 
Les souris ont été traitées en accord avec la législation française dans un protocole agréé par 
le comité d’éthique de l’animalerie (CETEA, avis 1201). La survie des animaux a été suivie 
toutes les deux heures. Des courbes de Kaplan-Meyer ont été établies et le test statistique Log 
rank a été appliqué afin d’établir la significativité des différences entre les courbes. 
 
E. Taux d’injection de la toxine ExoS-β-lactamase dans des cellules eucaryotes 
Le taux d’injection de la toxine ExoS- β-lactamase dans le cytoplasme de différentes 
cellules eucaryotes par P. aeruginosa a été mesuré pour étudier l’implication de ExsB dans 
l’injection de toxines par le SST3. Ces tests ont également été réalisés pour une autre toxine 
chimérique, ExoY- β-lactamase (Verove et al. 2012). 
 
1) Dans les cellules  BJAB 
Les cellules BJAB sont réparties dans une plaque 48 puits en déposant 200µL  de 
suspension par puits à 10
6
 cellules/mL Les bactéries produisant la toxine chimérique ExoS 
fusionnée à la β-lactamase (notée ExoS-bla) par expression plasmidique sont cultivées jusqu’à 
une D.O. 600nm de 1 puis diluées dans du LB préchauffé à 37°C de sorte à infecter les cellules 
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avec 5µL de suspension bactérienne a une MOI de 0,2 ; 1 ; 5 ou 10. L’infection se déroule à 
37°C, 5% CO2 pendant 3h30.  
40µL de la solution de CCF2-AM (Invitrogen) sont ajoutés dans chaque puits, suivis d’une 
incubation 30 min à température ambiante. Après lavage dans 10mL de PBS + 2% 
penicilline/streptomycine, les cellules sont resuspendues dans 400 µL de PBS + 2% 
penicilline/streptomycine et analysée en FACS avec Véronique Collin. 
Les cellules qui n’ont pas été injectées ne possèdent pas de β-lactamase, et le CCF2 émet une 
fluorescence verte. Par contre, si la toxine chimérique ExoS-bla est présente à l’intérieur des 




Figure 31 : Principe de l’émission de fluorescence par le CCF2 dans le cytoplasme des cellules 
eucaryotes (Invitrogen) 
 
2) Dans les cellules A549 
Les conditions d’infections sont les mêmes que pour le taux d’injection de la toxine 
ExoS bla dans les cellules BJAB hormis l’utilisation d’un milieu de culture RPMI blanc. 
Après 3h30 d’infection, le surnageant est éliminé et 50µL de CCF2 est ajouté dans chaque 
puits. Les fluorescences verte et bleue sont mesurées à des longueurs d’onde d’excitation de 
405 nm et d’émission de 538 et 460 nm respectivement toutes les 5 min pendant 90 min sur le 
fluorimètre en plaques (Thermo).  
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F. Etude de la polarisation de l’injection : quantification de la toxine 
chimérique ExoS bla sécrétée dans le milieu extracellulaire lors d’infections 
Pour étudier l’implication de la protéine ExsB dans l’injection de toxines par le SST3, 
la polarisation de l’injection a été étudiée. Une injection polarisée correspond à une injection 
directe des effecteurs dans le cytoplasme de la cellule cible, sans aucune fuite d’effecteur dans 
le milieu extracellulaire. Au contraire, une injection non polarisée conduit à la sécrétion des 
effecteurs à la fois dans le milieu extracellulaire et dans le cytoplasme de la cellule hôte.  
Dans chaque puits d’une plaque 48 puits, 500 000 cellules eucaryotes CHO sont 
infectées par les bactéries exprimant ExoS-bla à une multiplicité d’infection de 5. Apres 3 h 
d’infection, les surnageants sont prélevés et centrifugés afin d’éliminer les bactéries. Le 
dosage de la toxine chimérique repose sur la détection de son activité β–lactamase par 
l’utilisation d’un substrat coloré en jaune : la nitrocéfine. Pour cela, 40µL de nitrocéfine à 
500µg/mL sont ajoutés à 1mL de surnageant. En présence de ExoS-bla, la nitrocéfine est 
transformée en un produit de couleur rouge car la partie β–lactamase de la toxine chimérique 
hydrolyse la liaison amide de son anneau β–lactame. L’absorbance est suivie à 486nm après 
5min de réaction à température ambiante. 
 
V. Observations microscopiques des échantillons biologiques 
 
A. Observation par microscopie électronique de PscN partiellement purifiée 
Les échantillons obtenus après la chromatographie d’exclusion de taille ont été 
visualisés par microscopie électronique avec Daphna Flenel, à l’IBS. L’analyse des 
échantillons de PscN partiellement purifiée permettent d’évaluer la pureté de la préparation 
La technique de flottaison du carbone a été utilisée et les échantillons colorés négativement à 
l’acétate d’uranyle 2%. Les observations ont été effectuées sur le microscope Phillips CM12. 
 
B. Comptage du nombre d’aiguilles 
Cette expérience a été réalisée en collaboration avec Ariel Blocker, du laboratoire 
« Infection and Immunity » de l’université de Bristol, en Angleterre, pour étudier le rôle de la 
protéine ExsB sur l’assemblage du SST3.  
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Les bactéries cultivées dans des conditions d’induction du SST3 sont récoltées à 
D.O.600nm 1 et concentrées 10 fois dans du PBS. Ces préparations sont observées 
directement au microscope électronique FEI Tecnai 12, par coloration négative à l’acétate 
d’uranyle 1%.  
Pour chaque souche, 60 clichés sont analysés pour le dénombrement des aiguilles du SST3. 
L’identification de ces aiguilles se fait en fonction de leur longueur de 80nm environ et de 
leur diamètre de 6-7nm. Seuls les objets identifiés sans aucun doute comme des aiguilles du 
SST3 car leur forme est clairement visible sont comptés.  
L’analyse statistique des résultats est ensuite réalisée par le test par rang de Mann-Whitney, 
plus adapté aux petits échantillons. 
 
C. Immunomarquage 
L’immunomarquage permet de visualiser une protéine d’intérêt par fluorescence grâce 
à l’utilisation d’un anticorps primaire dirigé contre la protéine et d’un anticorps secondaire 
couplé à une molécule fluorescente. De nombreuses conditions ont été testées pour optimiser 
ce protocole. 
Cet immunomarquage nécessite l’activation du SST3 : ce dernier est donc induit dans 
des cultures de 3 mL de Pseudomonas aeruginosa. L’immunomarquage peut être réalisé soit 
en milieu liquide, soit sur lame.  
1) Fixation et perméabilisation des bactéries 
Lorsque la manipulation est effectuée en milieu liquide, 1mL de suspension 
bactérienne à D.O.600nm 1 est centrifugé à 14000 g pendant 5min à 4 °C puis lavé trois fois 
avec du tampon PBS tween 0,1%. Ces conditions de centrifugation sont utilisées pour toutes 
les étapes. Une étape de fixation des bactéries par 500µL de para-formaldéhyde (PFA) 4% 
permet de « figer » les protéines des bactéries en formant des liaisons intermoléculaires 
(Kiernan 2000).  
Cette étape est suivie par la perméabilisation des bactéries par 400 µL de triton X100 
à 0,5% pendant 5 min puis par 25 min d’incubation dans du triton X100 à 0,5% et PFA 4%.  
Lorsque l’immunomarquage est réalisé sur lame, 50µL de suspension bactérienne sont 
ajoutés dans 300 µL de milieu EBM2 par puits. Les lames utilisées sont des lames Labtek en 
verre 354118, ou des lames Labtek en plastique 177445. Différentes conditions de fixation 
des bactéries ont été testées : pré-traitement de la plaque à la poly-L-lysine, utilisation de PFA 
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4% ou de méthanol, fixation directe (ajout de PFA concentré directement dans les puits 
contenant les bactéries dans le milieu EBM2) ou indirecte (après lavage). De même, 
différentes durées de perméabilisation au triton X100 0,5% ont été appliquées : 30 min, 1h, 2h 
ou sur la nuit.  
 
2) Marquage des bactéries et observation au microscope 
Après 3 lavages au PBS-tween 0,1%, l’étape de saturation dans du PBS-BSA 
(Bovine Serum Albumin) 2% permet de limiter les signaux non spécifiques.  
Les bactéries sont ensuite incubées pendant 2h30 à 4°C dans l’anticorps primaire dirigé 
contre les protéines ExsB ou PscC. Plusieurs anticorps primaires peuvent être utilisés 
simultanément, s’ils proviennent d’espèces différentes (lapin et cochon d’inde). 
 
Anticorps primaire 
Cible Espèce Dilution dans du PBS-BSA 2% 
ExsB Lapin  1/50 
PscC Cochon d'inde  1/50 
Tableau 11 : Conditions d’utilisation des anticorps primaires pour l’immuno-marquage de 
protéines spécifiques chez les bactéries 
 
Afin d’améliorer le signal en éliminant les anticorps non spécifiques, les anticorps peuvent 
être au préalable purifiés par épuisement par différentes méthodes : 
- soit par incubation sur des membranes de nitrocellulose ; la protéine d’intérêt ayant été 
transférée au préalable sur la membrane 
- soit par incubation avec une poudre séchée à l’acétone de P. aeruginosa délétée de la 
protéine d’intérêt 
- soit par passage sur colonne, comme décrit dans la partie III-B. 
 
Trois lavages au PBS-BSA 2% sont réalisés avant d’incuber les bactéries pendant 1h dans la 
glace et dans l’obscurité avec l’anticorps secondaire couplé à un fluorochrome. Les 
anticorps secondaires utilisés sont dirigés contre les IgG de lapin ou de cochon d’inde. 
L’utilisation du marqueur d’ADN, le Hoechst 33258, à une concentration de 1µg/mL dans du 
PBS-BSA 2% permet de marquer le cytosol des bactéries en bleu. 
Anticorps secondaire 
Cible Fluorochrome (couleur) Dilution dans du PBS-BSA 2% 
IgG Lapin Alexa 488 (vert)  1/500 
IgG Cochon d'inde Cy3 (rouge)  1/500 
Tableau 12 : Conditions d’utilisation des anticorps secondaires pour l’immunomarquage 
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Enfin, après 3 derniers lavages au PBS-tween 0,1%, les bactéries sont remises en suspension 
si besoin dans 70 µL de PBS-tween 0,1% et montées sur des lames avec une goutte de réactif 
Fluorsafe. Les préparations sont analysées au microscope à épifluorescence à immersion 
(grossissement x100). 
 
D. Observation des bactéries exprimant les protéines ExsB et PscC fusionnées 
aux étiquettes fluorescentes mCherry et sfGFP 
Après avoir induit l’expression des protéines chimériques ExsB-mCherry et PscC-
sfGFP par 0,2 % d’arabinose, les bactéries sont immobilisées sur lame par de l’agarose 1%. 
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Dans ce chapitre, je décrirai et discuterai les résultats obtenus lors de l’étude des deux 
protéines du SST3 de P. aeruginosa, l’ATPase PscN et la protéine ExsB. 
Les expériences montrant l’implication de PscN dans le SST3 ainsi que les essais conduisant 
à une purification partielle de cette enzyme permettront d’ouvrir de nombreuses perspectives, 
à la fois pour une meilleure compréhension des différents rôles de PscN envers ses partenaires 
du SST3 et pour des applications thérapeutiques. 
La caractérisation complète de la protéine ExsB, de sa localisation à son rôle moléculaire dans 
la mise en place du SST3 en passant par son implication dans la virulence de P. aeruginosa et 
dans l’activité du SST3 permettra de dévoiler une partie du mécanisme d’assemblage de cette 
machinerie. 
 
I. Etude de l’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa 
 
Composant indispensable à l’activité du SST3, l’ATPase est très conservée parmi les 
bactéries possédant cette machinerie. Elle s’assemble généralement en hexamère ou 
dodécamère et son activité enzymatique est nécessaire au fonctionnement du SST3. Le rôle 
moléculaire de l’ATPase du SST3 est encore mal défini. Elle pourrait avoir un rôle vis-à-vis 
des substrats du SST3, c'est-à-dire vis-à-vis des protéines sécrétées par le SST3, telles que la 
protéine de l’aiguille PscF, les protéines du pore PopB et PopD, ou encore les effecteurs 
injectés dans le cytoplasme de la cellule cible. En effet, avant leur sécrétion, les substrats du 
SST3 sont sous forme repliée ou partiellement repliée et sont associés à des chaperonnes 
cytoplasmiques. La sécrétion de ces protéines nécessite donc de séparer les substrats de leurs 
chaperonnes et de les déplier partiellement pour qu’ils puissent être transportés à travers 
l’étroite aiguille d’environ 2,7 nm de diamètre interne du SST3. Ces étapes nécessitent un 
apport d’énergie et pourraient donc être accomplies par l’ATPase PscN. Chez le SST3 de 
Salmonella enterica, l’ATPase est en effet capable de dissocier un complexe effecteur-
chaperonne et déplier l’effecteur, ce qui appuie le rôle hypothétique de PscN (Akeda et al. 
2005). De même, la dissociation d’un complexe chaperonne-effecteur a été observée chez le 
SST3 du phytopathogène Xanthomonas campestris (Lorenz et al. 2009).  
Dans le but de caractériser l’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa, des études ont été 
menées par des approches in vivo et in vitro. Dans un premier temps, une souche de P. 
aeruginosa dépourvue de pscN a été construite et caractérisée. Des mutations ponctuelles ont 
également été introduites dans PscN chez P. aeruginosa, et le phénotype correspondant a été 
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analysé. Pour une caractérisation fonctionnelle plus approfondie de cette enzyme, des essais 
de purification de la protéine PscN ont ensuite été réalisés.  
 
A. Implication de l’activité de l’ATPase PscN dans le SST3 
Afin d’étudier la fonctionnalité de l’ATPase PscN dans P. aeruginosa, une souche 
mutante délétée d’une partie de la séquence du gène pscN, appelée pscN, a été créée et 
caractérisée. Elle est incapable de produire l’ATPase PscN et de sécréter les substrats du 
SST3. Afin de confirmer que le phénotype obsevé est dû à l’absence de PscN, le mutant a été 
complémenté par un plasmide portant le gène pscN soit sauvage soit muté, fusionné en N 
terminal avec une étiquette hexa-histidine. Les versions de pscN mutées ont été obtenues par 
mutagénèse dirigée afin de modifier des acides aminés qui pourraient être importants pour 
l’activité de PscN. Ces souches, utilisées comme contrôle négatif, sont indispensables pour 
l’étude du rôle de l’ATPase. Elles pourraient aussi permettre de capturer les protéines 
interagissant avec PscN, qui seraient bloquées dans cette conformation dans l’attente de la 
réaction enzymatique.  
 
1) Choix des acides aminés à muter 
Les ATPases des SST3 étant très conservées, les acides aminés impliqués dans 
l’activité enzymatique pourraient également être similaires d’une espèce à l’autre. Elles 
possèdent notamment deux séquences consensus d’acides aminés, appelées Walker A et 
Walker B, impliquées dans la liaison de l’ATP à l’enzyme et dans l’hydrolyse de l’ATP 
respectivement (Wiese et al. 2006 ; Gomez et al. 2002).  
Chez les ATPases HrcN de X. campestris, EscN de EPEC et InvC de S. enterica, des 
mutations ponctuelles au niveau de la séquence consensus Walker A provoquent une perte de 
l’activité ATPase (Lorenz et al. 2009 ; Zarivach et al. 2007 ; Akeda et al. 2004). De plus, la 
modification de l’arginine 366 en acide aspartique chez EscN conduit également à une perte 
d’activité car cet acide aminé s’imbrique dans le site catalytique de la sous-unité adjacente 
(Zarivach et al. 2007).  
Un alignement de séquences des différentes ATPases a permis d’identifier les résidus 
d’intérêt dans la séquence de PscN. Comme représenté sur la figure suivante (Figure 32), le 
modèle de la structure de PscN, obtenu par le logiciel SwissModel, montre la localisation de 
la lysine 176 du site Walker A par rapport au site de liaison de l’ATP.  
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Le remplacement de cette lysine, chargée positivement, par l’arginine, chargée 
positivement également mais dont la chaine est légèrement plus longue, pourrait donc gêner le 
placement de l’ATP dans le site actif de l’enzyme. Même si cette mutation est mineure, elle a 
conduit à une ATPase inactive chez le SST3 de S. enterica (Akeda et al. 2004). De même, la 
modification de cette lysine par un acide aminé plus petit et de charge neutre, comme 
l’alanine, est une mutation plus drastique qui pourrait perturber la liaison de l’ATP à 
l’enzyme. C’est pourquoi les deux mutations K176A et K176R ont été réalisées.  
Par homologie avec l’ATPase EscN de EPEC, l’arginine 360 pourrait être imbriquée 
dans le site catalytique de la sous-unité adjacente (Figure 32). En plus des modifications dans 
le site catalytique de l’ATPase, cette arginine 360 a été mutée en acide aspartique, un acide 
aminé plus court et avec une charge opposée (R360D).  
 
 
Figure 32 : Mutations réalisées sur l’ATPase PscN 
a) Structure du site actif de l’ATPase PscN modélisée par Eric Faudry sur le logiciel SwissModel à 
partir de l’ATPase EscN de EPEC. PscN est représentée par le ruban bleu, la lysine du site actif 
ainsi que l’ADP (ligand de l’ATPase) sont représentés par leurs formules chimiques  
b) Schéma d’un hexamère d’ATPase PscN et les mutations introduites 
 
Un plasmide portant le gène codant pour l’ATPase PscN fusionnée avec six histidines en N-
terminal a été utilisé pour construire trois nouveaux plasmides pour l’expression de cette 
ATPase mutée. Des mutations ponctuelles sur pscN : K176A, K176R ou R360D ont été 
introduites dans chacun de ces trois nouveaux plasmides. Le plasmide de départ, portant 
l’ATPase sauvage avec son étiquette hexa-histidine, a été utilisé en tant que contrôle positif 
pour toute l’étude. Les plasmides portant les différentes formes de l’ATPase ont ensuite été 
introduits dans une souche de P. aeruginosa délétée du gène pscN. Les souches ainsi obtenues 
sont notées pscN/his-pscN, pscN/his-pscNK176A, pscN/his-pscNK176R, pscN/his-pscNR360D. 
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2) Activité du SST3 des souches possédant l’ATPase mutée 
Après s’être assuré de l’expression de l’ATPase mutée par les différentes souches de 
P. aeruginosa (Figure 33a), leur capacité à sécréter un substrat du SST3, la protéine du pore 




Figure 33 : Analyse par Western blot de l’expression de PscN et de la sécrétion de PopB dans les 
différentes souches de P. aeruginosa : pscN, pscN / his-pscN, pscN / his-pscNK176A,  pscN / 
his-pscNK176R,  pscN / his-pscNR360D  
a) Expression de PscN dans les différentes souches bactériennes 
b) Niveau de sécrétion de la protéine du pore PopB du SST3 pour les différentes souches 
bactériennes. L’absence de détection de PopB correspond à un SST3 incapable de sécréter in vitro, 
et donc à un SST3 inactif. 
 
 
La souche de P. aeruginosa sauvage ainsi que la souche pscN /his-pscN ont un SST3 
fonctionnel in vitro puisqu’elles sont capables de sécréter PopB. Par contre, en l’absence de 
l’ATPase, la protéine PopB n’est pas détectée dans le surnageant de sécrétion, ce qui confirme 
que PscN est indispensable à l’activité du SST3. Les souches exprimant l’ATPase mutée sont 
elles aussi incapables de sécréter PopB. Les acides aminés K176 du site catalytique et R360 
ont donc un rôle primordial dans l’activité de l’ATPase du SST3.  
 
Ces résultats ont été confirmés lors d’infections de cellules eucaryotes. En effet, lorsque P. 
aeruginosa possède un SST3 actif, capable de former le pore de translocation, les 
macrophages infectés perdent leur intégrité membranaire en 3 à 4h et des composants 
intracellulaires, comme la lactate déshydrogénase (LDH), sont libérés. La libération de LDH 
par les cellules infectées n’est pas observée lorsque le SST3 est inactivé. Le dosage de la LDH 
intracellulaire libérée par ces cellules au cours de l’infection traduit donc la cytotoxicité 
causée par le SST3 des bactéries. 
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Figure 34 : Effet des mutations de l’ATPase PscN sur la cytotoxicité dépendante du SST3.  
Pourcentage de LDH intracellulaire libérée par des macrophages de souris après 1h, 2h et 3h 
d’infection par différentes souches de P. aeruginosa : la souche n’exprimant pas l’ATPase pscN, 
la souche sauvage CHA, ainsi que les souches complémentées exprimant l’ATPase fusionnée à une 
étiquette hexa-histidine sans ou avec mutations ponctuelles : pscN / his-pscN, pscN / his-pscN 
K176R, pscN / his-pscN K176A, pscN / his-pscN R360D. Le contrôle négatif consiste en des cellules 
seules, non infectées. 
 
Comme observé sur la Figure 34, le pourcentage de cytotoxicité dépendant du SST3 envers 
les macrophages causée par la souche sauvage augmente au cours du temps. Le fait d’ajouter 
une étiquette hexa-histidine à l’extrémité N-terminale de l’ATPase PscN ne perturbe pas son 
activité puisque, comme la souche sauvage, la souche pscN/his-pscN est cytotoxique envers 
les cellules eucaryotes. Par contre, les souches exprimant l’ATPase PscN mutée perdent leur 
capacité cytotoxique envers les macrophages, et présentent un phénotype similaire au mutant 
pscN.  
En conclusion, les mutations K176A, K176R et R360D dans le site actif de l’ATPase PscN 
rendent le SST3 inactif dans des tests de sécrétion in vitro aussi bien que dans des tests de 
cytotoxicité in vivo.  
 
3) Effets dominants négatifs  
Afin de mieux caractériser l’effet des mutations de cette ATPase, les plasmides portant 
les gènes codant pour l’ATPase mutée ont été introduits dans la souche sauvage CHA 
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exprimant l’ATPase native. Le phénotype cytotoxique de ces nouvelles souches envers les 
macrophages de souris a été évalué (Figure 35).  
 
Figure 35 : Cytotoxicité dépendant du SST3 des souches sauvages de P. aeruginosa exprimant 
l’ATPase mutée. 
Pourcentage de LDH intracellulaire libérée par des macrophages de souris après 1h, 2h et 3h 
d’infection par différentes souches de P. aeruginosa : la souche n’exprimant pas l’ATPase pscN, 
la souche sauvage CHA, ainsi que les souches sauvages exprimant l’ATPase fusionnée à une 
étiquette hexa-histidine sans ou avec mutations ponctuelles : CHA / his-pscN, CHA / his-pscN K176R, 
CHA / his-pscN K176A, CHA / his-pscN R360D. Le contrôle négatif consiste en des cellules seules, non 
infectées. 
 
Les résultats montrent que les trois mutations, K176A, K176R et R360D, ont des effets 
dominants négatifs puisqu’elles provoquent la perte de la cytotoxicité de la souche sauvage. 
L’expression des deux protéines PscN, la protéine sauvage et la protéine synthétisée à partir 
du plasmide, sont toutes deux contrôlées par l’activateur transcriptionnel du SST3. En effet, 
l’ATPase fusionnée à l’étiquette histidine, mutée ou non, est exprimée dans le plasmide sous 
le contrôle du promoteur endogène de l’opéron pcrGVH-popBD, appelé pG. Comme 
l’ATPase endogène, His-PscN est donc synthétisée lorsque le SST3 est activé. Le plasmide 
utilisé est multicopies (5 à 10 par bactérie) ; il est donc possible que la proportion de protéine 
PscN produite par expression plasmidique soit un peu plus importante que celle produite 
naturellement par P. aeruginosa. De plus, l’expression des ATPases pourrait être vérifiée par 
des Western blots dirigés contre PscN, pour quantifier l’ATPase totale présente dans les 
extraits bactériens, et des anticorps dirigés contre l’étiquette histidine, pour quantifier 
l’ATPase mutée.  
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Les résultats observés sur la Figure 35 montrent que l’insertion de sous-unités inactives rend 
tout le complexe d’ATPase inactif. Une observation similaire avait été faite pour l’ATPase 
HrcN du SST3 de X. campestris, où l’insertion d’une sous-unité inactive conduisait à 
l’inactivation de tout l’oligomère d’ATPase (Lorenz et al. 2009). 
Les trois souches exprimant l’ATPase PscN mutée respectivement en K176A, K176R et 




B. Purification de l’ATPase 
Des études in vitro de certaines ATPases de SST3 ont montré leur implication dans la 
préparation des effecteurs à la translocation. En effet, il a été montré que les ATPases InvC et 
HrcN étaient capables de dissocier les complexes chaperonnes-effecteurs SicP-SptP et HpaB-
XopF1 respectivement (Akeda et al. 2005 ; Lorenz et al. 2009). La capacité de InvC à déplier 
l’effecteur SptP a par ailleurs été démontré (Akeda et al. 2005). Par contre, le rôle de 
l’ATPase du SST3 envers des substrats autres que les effecteurs n’a jamais été décrit. Nous 
disposons au laboratoire des complexes purifiés des protéines du translocon PopB et PopD 
avec leur chaperonne PcrH (Schoehn et al. 2003), ainsi que de la protéine de l’aiguille PscF 
avec sa chaperonne PscE-PscG (Quinaud et al. 2005).  
L’utilisation de ces complexes permettrait pour la première fois d’évaluer in vitro le rôle de 
l’ATPase PscN sur la prise en charge des protéines du translocon et de l’aiguille du SST3 
pour leur sécrétion. Dans cette perspective, des essais de purification de PscN ont été réalisés, 
afin de s’affranchir des effets de toutes les autres protéines exprimées par P. aeruginosa. 
 
La purification de l’ATPase du SST3 des différentes bactéries à Gram négatif est très 
délicate car cette protéine est exprimée en faible quantité et est associée à la face cytosolique 
de la membrane interne, probablement par des interactions avec diverses protéines du SST3 
(Jackson et al. 2000 ; Jouihri et al. 2003 ; Minamino et al. 2003 ; Pozidis et al. 2003). 
Différents essais de purification de l’ATPase YscN chez Yersinia pestis menés par Swietnicki 
et al sont restés infructueux et ont conduit ces auteurs à changer de stratégie en purifiant 
seulement le domaine catalytique de l’enzyme (Swietnicki et al. 2011). 
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Pour la purification de l’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa, de nombreux essais 
de purification avaient été réalisés auparavant au laboratoire à partir de l’expression de la 
protéine chez E. coli.  
La protéine a été obtenue dans des corps d’inclusion et les différentes techniques utilisées 
n’ont pas permis d’obtenir PscN soluble et active. Par contre, la protéine PscN présente dans 
les corps d’inclusion a été utilisée pour obtenir chez le lapin des anticorps spécifiques de cette 
protéine.  
La stratégie utilisée pour purifier cette ATPase dans le cadre du projet de thèse a été 
d’exprimer la protéine directement dans P. aeruginosa. Des expériences préalables 
d’isolement des membranes bactériennes avaient montré que l’ATPase est localisée en partie 
dans les fractions membranaires mais aussi dans la fraction cytosolique soluble (résultats non 
montrés). L’ATPase PscN peut également être dissociée des membranes en utilisant un 
détergent, le triton (résultats non montrés). 
 
Les essais de purification de l’ATPase PscN ont été principalement effectués sur ces 
fractions solubles afin de réduire le nombre d’étapes nécessaires à la préparation des 
échantillons biologiques à purifier. 
 
 
1) Purification sur colonne de nickel via une étiquette hexa-histidine suivie 
d’une chromatographie d’échange d’ions ou d’interaction hydrophobe 
 
Comme démontré précédemment (A.2), l’ATPase fusionnée à une étiquette hexa-
histidine en N-terminal, His-PscN, est bien exprimée et est fonctionnelle dans P. aeruginosa. 
C’est pourquoi nous avons décidé de tenter une purification de cette protéine par 
chromatographie d’affinité sur colonne de nickel, à partir des extraits bactériens dont le SST3 
a été induit.  
La séparation par chromatographie d’affinité est basée sur la forte interaction entre les 
histidines de la protéine de fusion et le nickel de la colonne. La protéine d’intérêt est ensuite 
éluée de la colonne par ajout de concentrations croissantes d’imidazole. Les fractions 
obtenues par la chromatographie ont été analysées par électrophorèse SDS-PAGE puis 
coloration au bleu de Coomassie pour évaluer la pureté des fractions et par Western blot avec 
des anticorps dirigés contre PscN.  
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Figure 36 : Purification de His-PscN sur colonne de nickel à partir d’extraits de P. aeruginosa. 
a) Chromatogramme obtenu lors de la purification d’affinité via l’étiquette Histidine 
b) Analyse de l’échantillon appliqué à la colonne de nickel (extrait bactérien), de l’échantillon non 
fixé (fraction non fixée) et des fractions éluées (numérotées de 1 à 16) par coloration au bleu de 
Coomassie et par Western blot avec un anticorps dirigé contre la protéine PscN. 
 
 
Après de nombreux essais et mises au point, les résultats de la chromatographie 
(Figure 36) montrent que l’ATPase His-PscN est éluée principalement dans les fractions 14 et 
15 mais de nombreux contaminants sont encore présents.  
Après avoir regroupé les fractions d’élution contenant His-PscN en un seul échantillon, une 
seconde étape de purification a été appliquée sur cet échantillon afin d’améliorer la pureté 
de His-PscN. L’échantillon a tout d’abord été appliqué à une colonne d’exclusion de taille 
afin de débarrasser l’échantillon de l’imidazole et des sels et placer les protéines dans le 
tampon utilisé pour la chromatographie secondaire. Deux sortes de chromatographies 
secondaires ont ensuite été testées : échange d’anions ou interaction hydrophobe. 
 
La chromatographie d’échange d’anions permet de séparer les protéines en fonction de leur 
charge. Malheureusement, la protéine His-PscN est perdue pendant la chromatographie 
d’exclusion de taille préalable à la chromatographie d’échange d’ions. Il est possible que la 
protéine d’intérêt soit restée accrochée à la colonne via des interactions non spécifiques du 
fait de la faible force ionique du tampon, ou bien qu’elle ait été dégradée dans ces conditions 
car l’ATPase homologue à PscN chez EPEC a été décrite comme instable en solution 
(Zarivach et al. 2007).  
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La chromatographie d’interaction hydrophobe permet quant à elle de séparer les protéines en 
fonction de leur hydrophobicité. L’étape de changement de tampon a permis de récolter les 
protéines dans le bon tampon de forte force ionique, mais les fractions éluées après la 
chromatographie d’interaction hydrophobe ne contiennent pas la protéine d’intérêt et ne 
présentent pas d’activité ATPase. 
 
 La protéine d’intérêt n’a peut être pas été éluée du fait d’une trop grande hydrophobicité. 
L’ATPase PscN fusionnée à l’étiquette hexa-histidine, exprimée dès le départ en faible 
quantité, pourrait également adhérer de façon non spécifique à la colonne. La quantité de 
protéine d’intérêt éluée serait tellement faible qu’elle ne serait pas détectée. 
 
 
2) Purification de PscN fusionnée à une double étiquette « histidine » et 
« Strep » 
Les premiers essais de purification de l’ATPase His-PscN conduisaient soit à un 
mauvais degré de pureté soit à une perte de la protéine d’intérêt. Ces difficultés sont 
probablement dues à la faible quantité de His-PscN exprimée dans la bactérie.  
 
Pour faire face à ces difficultés, une deuxième étiquette, le Strep tag, a été fusionnée en N ou 
C terminal de His-PscN pour faciliter la purification avec une autre chromatographie 
d’affinité. L’utilisation de l’étiquette Strep est réputée pour conduire à un degré de pureté très 
élevé, supérieur à 95% et pour être plus efficace que l’étiquette histidine pour les protéines 
faiblement exprimées (Bornhorst et al. 2011). 
Les protéines de fusion obtenues sont notées His-Strep-PscN et His-PscN-Strep.  
 
La première expérience a consisté à étudier l’expression et la fonctionnalité de ces 
protéines. Pour cela, des tests d’infection de cellules eucaryotes, les macrophages de souris et 
les cellules épithéliales A549, ont permis de vérifier que les souches pscN / his-strep-pscN et 
pscN / his-pscN-strep sont cytotoxiques, comme la souche de P. aeruginosa sauvage (Figure 
37).  
 
La cytotoxicité des bactéries envers les cellules A549 se traduit par une réorganisation du 
cytosquelette d’actine conduisant à un arrondissement des cellules. 
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Figure 37 : Cytotoxicité dépendant du SST3 des souches sauvages de P. aeruginosa exprimant 
l’ATPase fusionnée à différentes étiquettes protéiques. 
Pourcentage de cellules épithéliales A549 arrondies après 1h, 2h et 3h d’infection par différentes 
souches de P. aeruginosa : la souche sauvage CHA, la souche n’exprimant pas l’ATPase pscN, 
ainsi que les souches pscN exprimant l’ATPase fusionnée à l’étiquette hexa-histidine en N 
terminal pscN/his-pscN ; à l’étiquette Strep en N terminal pscN/strep-pscN ; aux deux étiquettes 
hexa-histidine et Strep en N terminal pscN/ his-strep-pscN ; et enfin à une étiquette histidine en N 
terminal et une étiquette Strep en C terminal pscN/ his-pscN-strep. 
 
Les purifications de His-PscN-Strep et His-Strep-PscN par chromatographies 
d’affinité ont ensuite été réalisées par une purification via l’étiquette histidine puis via 
l’étiquette Strep. La technique de chromatographie d’affinité par l’étiquette Strep est basée sur 
la forte interaction entre la biotine et la streptavidine. La colonne est constituée d’un analogue 
de la streptavidine, la « streptactine » dont les capacités d’interaction ont été améliorées tandis 
que le Strep tag est un petit peptide capable de se lier à cette streptactine au niveau du site 
d’interaction avec la biotine. Les protéines sont éluées de la colonne par un analogue de la 
biotine, la desthiobiotine.  
Lorsque les fractions éluées lors de la chromatographie sur colonne de nickel sont soumises à 
la chromatographie secondaire sur colonne Streptactine, toute la protéine est perdue 
puisqu’elle n’est détectée par Western blot dans aucune fraction d’élution (résultats non 
montrés). La quantité de protéine d’intérêt était très faible avant la seconde étape de 
purification et une partie a dû se fixer de façon non spécifique à la colonne de 
chromatographie. 
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Un autre essai de purification a été réalisé en effectuant les deux chromatographies dans 
l’autre ordre. Le protocole de purification d’affinité par le Strep tag a tout d’abord été mis au 
point. Par exemple, les conditions de lyse des bactéries se sont révélées être très importantes 
pour la suite de la purification. Comme le montre la Figure 38-a, la purification est nettement 
améliorée lorsque les souches de P. aeruginosa sont lysées mécaniquement par la presse de 
French ou le microfluidizer par rapport à leur lyse par sonication. En effet, la protéine ne se 
fixe plus du tout à la colonne lorsque les bactéries sont cassées par sonication. Il est possible 
que la sonication conduise à la formation d’aggrégats de protéines, empêchant l’accessibilité 
des étiquettes protéiques (Stathopulos et al. 2004).  
 
Figure 38 : Mises au point de la purification sur colonne Streptactine de l’ATPase PscN portant 
une étiquette hexa-histidine en N terminal et Strep en C terminal, notée His-PscN-Strep. 
a) Effet des conditions de lyse des bactéries sur l’efficacité de purification. Les bactéries pscN / 
his-pscN-strep ont été lysées mécaniquement au microfluidizer ou bien par les ultrasons au 
sonicateur. Les fractions solubles de ces lysats ont ensuite été appliquées à une colonne Streptactine 
et les fractions d’élution analysées par Western blot dirigés contre PscN, l’étiquette Strep et 
l’étiquette hexa-histidine (His). 
b) Purification de His-PscN-Strep par la colonne Streptactine après lyse des bactéries à la presse de 
French. Analyse des fractions éluées par coloration au bleu de Coomassie. Les flèches indiquent les 
fractions d’élution contenant His-PscN-Strep 
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Les rendements de purification sont similaires pour His-PscN-Strep et pour His-Strep-PscN. 
Les fractions éluées sont beaucoup plus pures que lors de la purification d’affinité par 
l’étiquette His, puisque peu de protéines autres que l’ATPase sont détectées par coloration au 
bleu de Coomassie (Figure 38-b). Par contre, une partie de la protéine n’est pas fixée à la 
colonne (Figure 38-a).  
Ce problème de fixation à la colonne pourrait s’expliquer par la non accessibilité de 
l’étiquette Strep d’une partie de la population de PscN. Par exemple, l’étiquette n’est peut être 
pas accessible lorsque la protéine est oligomérisée. C’est pourquoi des tentatives de 
purification ont été menées en utilisant un détergent pour améliorer l’accessibilité de 
l’étiquette Strep ou à partir des membranes solubilisées. Malheureusement, ces conditions 
n’ont pas amélioré la fixation de l’ATPase PscN portant les étiquettes Strep et His ni sa 
pureté. Pour la suite des expériences, les purifications ont été réalisées dans les conditions les 
plus simples, c'est-à-dire à partir du cytosol de P. aeruginosa et en l’absence de détergent.  
Afin d’essayer d’augmenter la quantité de protéine fixée à la colonne, un deuxième passage 
de la fraction d’échantillon non fixée sur la colonne d’affinité au Strep tag a été effectué. Il 
n’a malheureusement pas permis de fixer plus de protéines (résultats non montrés). Le 
problème de fixation de PscN fusionnée à des étiquettes protéiques ne vient donc pas de la 
saturation de la colonne d’affinité.  
Un dernier essai d’amélioration de la purification a été réalisé mais est resté infructueux. 
L’extrait cytosolique bactérien avait été dilué pour être certain de ne pas saturer la colonne. 
De plus, un volume plus faible a été appliqué à la colonne car le fait de passer un volume 
d’échantillon trop important pourrait détacher les protéines de la colonne.  
D’autres pistes avaient été envisagées pour favoriser l’accessibilité et la fixation de l’ATPase 
PscN taggée à la colonne, comme les concentrations en sel ou pH du tampon ou l’élimination 
des contaminants biotinylés par des billes de Streptavidine, mais n’ont pas été réalisées faute 
de temps. De plus, l’échantillon issu de la chromatographie par le Strep tag est beaucoup plus 
pur que celui issu de la chromatographie par le His tag. Les échantillons issus de la 
chromatographie d’affinité par le Strep tag ont été soumis à une seconde étape de purification 
par His tag, mais toute la protéine PscN a été perdue lors de l’étape de changement de 
tampon.  
Finalement,  les meilleures conditions de purification de l’ATPase PscN sont obtenues 
avec une seule étape de purification par le Strep tag. Par la suite, la purification a été menée 
avec l’ATPase portant uniquement l’étiquette Strep, Strep-PscN. L’échantillon ainsi obtenu 
est partiellement purifié. Il pourrait tout de même être utilisé pour étudier le rôle de cette 
Chapitre III – Résultats et discussion – I. Etude de l’ATPase PscN 
- 130 - 
ATPase sur les protéines du SST3, en comparaison avec un contrôle négatif consistant en 
l’échantillon obtenu de la même façon avec la souche délétée de PscN ou bien avec les 
souches exprimant l’ATPase mutée. 
 
3) Caractérisation de l’ATPase PscN partiellement purifiée 
a- Chromatographie d’affinité par le Strep tag 
Il est important de vérifier que l’ATPase Strep-PscN partiellement purifiée par la 
chromatographie d’affinité est fonctionnelle. Pour cela, des tests d’activité ATPase ont été 
réalisés. La Figure 39 montre que la chromatographie d’affinité par le Strep tag permet 
d’obtenir dans les fractions 7, 8 et 9 la protéine Strep-PscN partiellement purifiée.  
 
Figure 39 : Chromatographie d’affinité sur colonne Streptactine pour la purification de 
l’ATPase PscN fusionnée à une étiquette Strep en N-terminal.  
L’échantillon appliqué à la colonne est la fraction soluble extraite de la souche de P. aeruginosa 
pscN / strep-pscN. 
a) Chromatogramme obtenu lors de la purification via l’étiquette Strep  
b) Analyse de l’échantillon non fixé à la colonne Streptactine (fraction non fixée) et des fractions 
éluées lors de cette purification d’affinité par coloration au bleu de Coomassie et par Western blot 
dirigé contre la protéine PscN d’intérêt  
c) Activité ATPase des fractions purifiées par la colonne Streptactine contenant Strep-PscN. La 
détection d’activité ATPase est réalisé par le test au vert de malachite. Après 1h30 de réaction, 
l’absorbance à 640 nm est proportionnelle à la quantité de phosphate libéré lors de l’hydrolyse de 
l’ATP par l’ATPase.   
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La protéine Strep-PscN semi purifiée semble fonctionnelle puisqu’elle présente bien une 
activité ATPase, proportionnelle à la quantité de protéine détectée par Western blot. 
Cependant, un contrôle négatif, avec Strep-PscN mutée semi purifiée serait nécessaire pour 
vérifier que l’activité ATPase détectée est bien due à PscN et pas à une protéine contaminante 
possédant aussi une activité ATPase. 
 
b- Chromatographie d’exclusion de taille 
Afin de mieux caractériser la protéine partiellement purifiée, une chromatographie 
d’exclusion de taille a été réalisée, afin de séparer les protéines selon leur taille.  
 
Figure 40 : Chromatographie d’exclusion de taille réalisée sur la protéine Strep-PscN 
partiellement purifiée. 
L’ATPase Strep-PscN a été au préalable partiellement purifiée par chromatographie d’affinité sur 
colonne Streptactine. 
a) Chromatogramme obtenu lors du passage de l’échantillon partiellement purifié de Strep-PscN 
sur une colonne d’exclusion de taille (10 à 600 kDa). 
b) Analyse des fractions éluées lors de la purification sur colonne d’exclusion de taille (numérotées 
de 1 à 22) par coloration au bleu de Coomassie et par Western blot avec un anticorps dirigé contre 
la protéine PscN d’intérêt 
c) Activité ATPase des fractions contenant Strep-PscN après séparation par chromatographie 
d’exclusion de taille. La mesure de l’activité ATPase est réalisée par le test au vert de malachite. 
Après1h30 de réaction, l’absorbance à 640 nm est proportionnelle à la quantité de phosphate libéré 
lors de l’hydrolyse de l’ATP par l’ATPase. 
 
 L’ATPase Strep-PscN est éluée dans les fractions 8 et 9 (Figure 40). Ces fractions sont éluées 
juste après le volume mort de la colonne. Elles ne correspondent pas à des aggrégats mais à 
un grand complexe de plus de 1000 kDa. Les ATPases des autres SST3 bactériens sont 
généralement des hexamères ou des dodecamères (Moraes et al. 2008) ; (Akeda et al. 2005) ; 
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(Pozidis et al. 2003) ; (Muller et al. 2006). Le poids moléculaire de Strep-PscN étant 
d’environ 50 kDa, le complexe d’ATPase identifié par la chromatographie d’exclusion de 
taille pourrait être un oligomère (hexamère ou dodecamère) interagissant avec des partenaires. 
 
c- Analyse de Strep-PscN par microscopie électronique 
Comme Strep-PscN est purifiée sous forme de grands complexes, l’échantillon 
partiellement purifié a été observé en coloration négative par microscopie électronique par 
Daphna Fenel et Guy Schoehn de l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble. 
 
Figure 41 : Clichés de microcopie électronique des fractions partiellement purifiées de Strep-
PscN. 
Les échantillons partiellement purifiés de Strep-PscN ont été obtenus en appliquant sur une 
colonne Streptactine la fraction soluble des bactéries pscN / strep-pscN. Ils ont été analysés en 
coloration négative par microscopie électronique. Les particules qui pourraient correspondre à un 
complexe Strep-PscN sont indiquées par une flèche rouge. La flèche noire montre la présence d’un 
contaminant, GroEL. 
 
L’échantillon est très hétérogène (Figure 41), ce qui traduit la présence de nombreuses 
protéines et peut être de fragments de membranes bactériennes. Un type de particule 
d’environ 17,5 nm de diamètre et 7 nm de hauteur a été repéré. Il pourrait correspondre en 
taille à l’ATPase Strep-PscN. En effet, l’empilement de deux hexamères de l’ATPase HrcN 
du SST3 de Xanthomonas campestris mesure 11,5±1 nm de diamètre et 12±2 nm de hauteur 
(Muller et al. 2006). La hauteur de la particule observée pourrait correspondre à un seul 
hexamère de Strep-PscN. Son diamètre est par contre plus élevé, peut être du fait d’interaction 
avec d’autres protéines. Une piste pour confirmer la nature de cette particule serait d’effectuer 
un immunomarquage à l’or, mais cette technique n’était pas envisageable à l’Institut de 
Biologie Structurale de Grenoble. Les clichés de microscopie électronique ont également mis 
en évidence la présence d’un contaminant : la chaperonne GroEL. Ce contaminant, dont le 
rôle est d’aider au repliement des protéines, présente une activité ATPase. Des techniques 
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existent pour éliminer ce contaminant très fréquent, comme des lavages avec de l’ATP-
MgCl2 ou le clivage du Strep tag (Graslund et al. 2008). 
 
d- Recherche de partenaires de PscN par spectrométrie de masse 
L’échantillon de Strep-PscN partiellement purifiée a été analysé par spectrométrie de 
masse par Alexandra Kraut et Yohann Couté, de la plateforme EdyP du laboratoire de 
Biologie à Grande Echelle du CEA de Grenoble, dans le but d’identifier toutes les protéines 
présentes. Les résultats obtenus sont présentés dans un tableau en annexe 1. La méthodologie 
utilisée étant très sensible, plus de 150 protéines ont été détectées dans l’échantillon. En se 
basant sur le nombre de peptides identifiés pour chaque protéine, le constituant principal est 
bien PscN, qui représente environ 22% de la totalité des protéines de l’échantillon, mais des 
protéines contaminantes sont aussi retrouvées. Aucune des protéines co-purifiées avec 
l’ATPase n’est présente dans des proportions importantes, elles ne représentent jamais plus de 
4% des protéines totales. Par exemple, une biotine carboxylase, enzyme impliquée dans la 
synthèse des acides gras, a été co-purifiée probablement du fait de son association avec des 
composés biotinylés. D’autres contaminants, comme une acyl CoA carboxyl transferase, qui 
joue un rôle dans le métabolisme des lipides, ou la protéase Lon qui dégrade les protéines mal 
repliées, ont été identifiés. La présence de la chaperonne GroEL, visualisée en microscopie 
électronique, a été confirmée, et une chaperonne ayant une activité similaire, appelée DnaK, a 
également été détectée.  Ces deux chaperonnes ont une activité ATPase, ce qui confirme la 
nécessité de réaliser un contrôle négatif avec Strep-PscN mutée (c'est-à-dire sans activité 
catalytique) pour étudier l’activité de Strep-PscN.  
De façon intéressante, des protéines du SST3 ont également été identifiées, comme les toxines 
ExoS, T et Y, la protéine PscL, les protéines du pore PopB et D et leur chaperonne PcrH, la 
chaperonne PscB de la protéine PopN ou encore les protéines de régulation du SST3 ExsD et 
ExsA. Elles pourraient être des partenaires de l’ATPase PscN. Pour vérifier ces interactions 
malgré l’important bruit de fond, il sera indispensable de comparer les protéines des 
échantillons partiellement purifiés à partir des souches de P. aeruginosa pscN et 
pscN/StrepPscN. Les souches exprimant l’ATPase mutée devraient aboutir à la détection des 
mêmes protéines que pour la souche pscN/StrepPscN. Elles pourraient éventuellement 
faciliter leur détection en bloquant les interactions de l’ATPase avec ces partenaires. 
D’ailleurs, la construction d’un mutant de l’ATPase PscN au niveau du site WalkerB pourrait 
être plus appropriée pour le blocage des interactions des substrats du SST3 avec l’ATPase, car 
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elle permettrait de maintenir la liaison de l’ATP mais pas son hydrolyse (Vale 2000 ; Shiue et 
al. 2006 ; Gauthier et al. 2003). 
 
C. Conclusion et perspectives 
Dans un premier temps, différents mutants de l’ATPase PscN ont été construits chez 
P. aeruginosa. Par homologie avec d’autres ATPases de SST3 bactériens, les mutations ont 
été effectuées au niveau du site catalytique et de l’acide aminé inséré dans le site actif de la 
sous-unité adjacente. Tous conduisent à un phénotype identique à celui observé en l’absence 
de PscN, c'est-à-dire une perte de l’activité du SST3. De plus, les effets observés sont 
dominants négatifs. Ces mutants pourront être utilisés en tant que contrôle négatif de l’activité 
ATPase. Ils pourraient aussi permettre de capturer ses partenaires protéiques, pris en charge 
de façon transitoire par l’ATPase native, puisqu’ils seraient bloqués avec cette enzyme en 
attendant d’être préparés pour leur export par le SST3. 
Malgré de nombreuses difficultés liées à la faible quantité d’ATPase PscN, un 
protocole de purification de cette protéine fusionnée par un peptide Strep en son domaine N 
terminal a été mis au point. Il a permis d’obtenir des fractions partiellement purifiées de 
Strep-PscN. L’analyse de ces fractions par chromatographie d’exclusion de taille a montré 
que Strep-PscN était présente sous forme de grands complexes de plus de 1000 kDa. Ces 
fractions présentent également une activité ATPase, qui pourrait correspondre à celle de 
Strep-PscN. Leur observation par microscopie électronique a mis en évidence la présence de 
particules en forme de cylindre creux qui pourraient correspondre en taille à Strep-PscN 
associée à d’autres protéines. Malheureusement, la chaperonne GroEL, possédant une activité 
ATPase est aussi détectée. L’analyse en spectrométrie de masse de ces fractions a permis 
d’identifier les protéines présentes en plus de la protéine majoritaire Strep-PscN. Au delà de 
contaminants divers, certaines protéines du SST3 ont ainsi été détectées, et pourraient 
copurifier avec PscN du fait d’interactions avec cette ATPase.  
Les premières expériences à réaliser pour poursuivre l’étude de l’ATPase seraient de 
confirmer les résultats en utilisant un contrôle négatif. En particulier, il faudrait vérifier que 
l’activité ATPase d’une fraction partiellement purifiée de PscN mutée pour son activité 
catalytique est beaucoup plus faible que celle correspondant à PscN. De même, il faudrait 
vérifier par spectrométrie de masse qu’aucune protéine du SST3 n’est trouvée dans la fraction 
de purification à partir d’une souche de P. aeruginosa délétée de pscN ou bien exprimant 
PscN non « taggée ». Un autre moyen de confirmer les interactions avec des protéines du 
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SST3 serait d’analyser les fractions partiellement purifiées de Strep-PscN par électrophorèse 
en conditions non dénaturantes. 
 
L’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa a été étudiée pour la première fois et  une 
stratégie de purification de cette protéine a été mise au point. L’obtention d’échantillons semi-
purifiés de PscN ouvre la porte à de nombreuses pistes pour explorer son rôle sur les protéines 
du SST3. 
En effet, l’ATPase PscN de P. aeruginosa n’a jamais été étudiée d’un point de vue 
fonctionnel. Ses rôles hypothétiques seraient de participer à la dissociation de complexes 
chaperonnes cytoplasmiques-substrats du SST3 avant leur sécrétion, de déplier les substrats 
avant leur sécrétion ou encore d’être impliquée dans la hiérarchie de sécrétion (Figure 42). 
 
Figure 42 : Schéma des rôles potentiels de l’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa.  
PscN pourrait être impliquée dans la hiérarchie de sécrétion en sélectionnant les substrats à 
sécréter dans un ordre précis. Elle pourrait également, grâce à l’énergie libérée lors de l’hydrolyse 
de l’ATP, se charger de dissocier les complexes chaperonnes cytoplasmiques – substrats et/ou de 
déplier les substrats pour les préparer à la sécrétion. Enfin, elle pourrait participer à la sécrétion en 
tant que telle des substrats. 
 
Ces différents rôles pourraient être étudiés in vitro grâce à l’ATPase PscN partiellement 
purifiée, comme détaillé ci-après.  
 
La première activité prédite de l’ATPase PscN est la prise en charge de la dissociation 
des complexes chaperonnes cytoplasmiques-effecteurs pour préparer ces effecteurs à la 
sécrétion. Cela a déjà été observé pour l’ATPase du SST3 de S. enterica et de X. campestris 
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(Akeda et al. 2005 ; Lorenz et al. 2009). Les chaperonnes et effecteurs étant spécifiques à 
chaque SST3, il serait important de rechercher le rôle de l’ATPase PscN sur des complexes 
chaperonnes-exotoxines de P. aeruginosa. De plus, d’autres protéines du SST3, telles que les 
composants de l’aiguille ou du pore de translocation, sont également associées à des 
chaperonnes cytoplasmiques avant leur sécrétion. Il serait donc intéressant de déterminer si 
PscN est impliquée également dans la dissociation de ces complexes. Cette étude serait très 
novatrice puisque la dissociation de complexes autres que les chaperonnes-effecteurs par 
l’ATPase du SST3 n’a jamais été étudiée chez aucune bactérie.  
Pour cela, des protéines du SST3 pourront être exprimées chez E. coli avec leur 
chaperonne cytoplasmique fusionnée à une étiquette hexa-histidine. Des protocoles de 
purification ont déjà été développés au laboratoire pour les complexes : 
i. Chaperonne-effecteur : HisExoU-SpcU 
ii. Chaperonne-translocateur : HisPcrH-PopB et HisPcrH-PopD 
iii. Chaperonne-aiguille : HisPscE- PscF -PscG 
Les fractions partiellement purifiées de l’ATPase PscN sauvage ou mutée dans le site actif 
peuvent être mises en contact avec ces complexes liés à des colonnes de nickel par le tag 
histidine. L’analyse des fractions éluées permettra de déterminer si les complexes sont 
dissociés par l’ATPase sauvage. S’il y a dissociation des complexes, la chaperonne et son 
substrat seront récupérées dans deux fractions différentes. Par contre, s’il n’y a pas de 
dissociation, ces deux protéines seront présentes dans la même fraction. 
Pour confirmer ce rôle, des tests d’activité des protéines du SST3 pourront être 
utilisés. En effet, lorsqu’elles sont associées à leur chaperonne, les protéines du pore PopB et 
PopD sont inactives. Par contre, lorsqu’elles sont seules, elles sont capables de s’insérer 
spontanément dans des liposomes pour former des pores. Des méthodes sont déjà disponibles 
au laboratoire pour mesurer la formation de pores dans des liposomes (Faudry et al. 2006) et 
pour vérifier la présence des protéines du pore dans ces liposomes (séparation par gradient 
sucrose). Elles pourront permettre de vérifier que les protéines du pore sont dissociées de leur 
chaperonne par PscN sauvage. De même, la protéine de l’aiguille PscF est capable de 
polymériser dès qu’elle est dissociée de ses chaperonnes (Quinaud et al. 2005). Il sera donc 
possible d’observer la polymérisation de PscF sous l’effet de la fraction partiellement purifiée 
d’ATPase PscN, par diffraction de la lumière ou bien électrophorèse en conditions non 
dénaturantes.  
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 La deuxième activité de PscN pourrait être le dépliement des substrats avant leur 
sécrétion. Le dépliement d’une toxine par l’ATPase InvC avait été constaté chez S. enterica 
(Akeda et al. 2005), mais n’a jamais été étudié pour d’autres protéines du SST3. Le 
dépliement de différents substrats du SST3, purifiés au préalable, pourra être analysé sous 
l’action de l’ATPase PscN partiellement purifiée. Ce dépliement pourra être suivi par des 
méthodes spectroscopique ou par des différences de sensibilité aux protéases. 
 
Enfin, l’ATPase PscN pourrait être impliquée dans la hiérarchie de sécrétion, 
puisqu’elle serait l’un des premiers composants du SST3 à interagir avec les substrats du 
SST3 pour les préparer à leur sécrétion. Il serait intéressant d’observer si l’ATPase PscN a 
une préférence pour des complexes chaperonnes-substrats sécrétés très tôt par rapport à des 
complexes dont les substrats sont sécrétés plus tardivement. Par exemple, la protéine PscN 
partiellement purifiée pourrait être mise en contact avec les complexes ExsC-ExsE, PscE-
PscG-PscF, PcrH-PopB et PscU-ExoU. Son affinité envers ces différents complexes pourrait 
alors être comparée. 
 
Un projet intéressant concernerait la recherche d’inhibiteurs de l’activité de PscN en 
réalisant un criblage d’une chimiothèque sur l’ATPase partiellement purifiée. Ce criblage 
serait basé sur l’identification de molécules capables d’inhiber l’activité enzymatique ou bien 
d’empêcher de façon spécifique l’interaction avec les substrats du SST3. Cette stratégie 
nécessite une purification préalable de PscN et de ses substrats. Cette inhibition très 
spécifique de l’interaction de l’ATPase PscN avec ses partenaires est particulièrement 
intéressante puisqu’elle permettrait d’éviter des effets indésirables sur d’autres ATPases. Ces 
molécules, en bloquant l’ATPase PscN, permettraient de bloquer tout le SST3 de P. 
aeruginosa. Il serait intéressant de tester le pouvoir inhibiteur de molécules connues pour 
bloquer le SST3 de différentes bactéries mais dont le mode d’action n’est pas connu. Par 
exemple, un phenoxyacetamide bloquant la translocation des effecteurs par le SST3 de P. 
aeruginosa (Aiello et al. 2010), ou encore les salicylidene acylhydrazides capables d’inhiber 
la sécrétion des SST3 de Yersinia spp., Chlamydia spp., Salmonella spp et d’empêcher 
l’assemblage du SST3 de S. flexneri (Keyser et al. 2008 ; Veenendaal et al. 2009 ; Duncan et 
al. 2012).  
De même, il faudrait étudier la capacité d’inhibition de PscN par une molécule non 
cytotoxique décrite pour bloquer l’activité de l’ATPase du SST3 de Y. pestis (Swietnicki et al. 
2011). A condition d’être sans danger pour les organismes eucaryotes et de pénétrer dans le 
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cytoplasme bactérien, ces molécules inhibitrices pourraient à terme constituer un élément 
thérapeutique intéressant pour la lutte contre P. aeruginosa. Elles pourraient même présenter 
un intérêt pour combattre d’autres micro-organismes pathogènes possédant un SST3, tels que 
Yersinia spp., S. flexneri ou Salmonella spp., étant donné les fortes homologies entre les 
ATPases des SST3.  
 
En conclusion, ce travail a permis d’étudier pour la première fois l’ATPase PscN du 
SST3 de P. aeruginosa et de développer une méthodologie de purification de cette protéine 
qui permettra à l’avenir de mieux la caractériser in vitro. De nombreuses perspectives sont en 
effet envisagées, pour mieux comprendre le rôle de cette enzyme sur les substrats du SST3 et 
éventuellement pour identifier des molécules inhibitrices de son activité dans une optique 




II. Etude de la protéine ExsB 
 
Le gène exsB est localisé dans l’opéron de régulation du SST3 de P. aeruginosa, et 
certains auteurs ont suggéré que la protéine correspondante, ExsB, n’était pas synthétisée 
(Goranson et al. 1997). La localisation génétique indiquerait sa participation dans la 
régulation du SST3. Cependant, par homologie avec la protéine YscW de Yersinia spp, ExsB 
pourrait être une pilotine, c'est-à-dire avoir un rôle sur l’assemblage du composant de la 
membrane externe du SST3. Les travaux réalisés au cours de cette thèse avaient pour objectifs 
de préciser la structure et le rôle de la protéine ExsB dans le SST3 de P. aeruginosa. 
 
La protéine ExsB a tout d’abord été caractérisée d’un point de vue structural à 
l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble. Pour compléter cette caractérisation, son 
expression et sa localisation ont été étudiés chez P. aeruginosa. Ces travaux ont été publiés 
dans Journal of Molecular Biology ((Izore et al. 2011), article en annexe 3). 
 
Son rôle a ensuite été recherché. Outre l’étude de son activité potentielle dans la 
régulation du SST3, différentes approches ont été mises en œuvre pour étudier son 
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implication dans la virulence bactérienne, dans l’activité du SST3 et enfin dans l’assemblage 
de la machinerie. 
 
A. Caractérisation de la protéine ExsB 
1) Structure de ExsB 
Ce travail a été réalisé par Thierry Izoré, dans l’équipe dirigée par Andréa Dessen à 
l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble. Afin de déterminer la structure de ExsB, la 
protéine a été produite en fusion avec des étiquettes hexa-histidine et MBP (Maltose binding 
protein) chez E. coli, comme représenté sur la figure 1a. Ces étiquettes ont facilité la 
purification de ExsB par deux chromatographies successives, chromatographie d’affinité par 
l’étiquette histidine suivie par une chromatographie d’échange de cations. L’étiquette MBP 
permet d’améliorer la solubilité de la protéine. Les étiquettes peptidiques ont ensuite été 
éliminées par clivage à la thrombine. La protéine pure, sélénométhionylée, a permis d’obtenir 
des cristaux. L’analyse des données de diffraction (par la méthode SAD, pour « Single-
wavelength Anomalous Diffraction ») de ces cristaux au synchrotron de Grenoble (European 
Synchrotron Radiation Facility) a permis de résoudre la structure de ExsB (Figure 43b).  
 
Figure 43 : Caractérisation structurelle de ExsB  
a) Construction utilisée pour la purification de ExsB. SP est le signal peptide permettant l’export de 
la protéine. His et MBP sont les étiquettes protéiques hexa-histidine et maltose binding protein.  
b) Structure de ExsB (Izoré et al, 2011) 
 
La protéine ExsB est composée de 7 feuillets  et d’une petite hélice . Elle possède 
également un pont disulfure entre 2 cystéines très proches en C-terminal (aux positions 125 et 
129). Bien que ces 2 acides aminés soient conservés chez l’homologue d’ExsB chez Yersinia 
spp., le rôle de ce pont disulfure n’est pas connu puisqu’il ne semble pas nécessaire pour 
l’activité de la protéine chez Yersinia spp. (Allaoui et al. 1995). La structure révèle également 
2 zones chargées qui pourraient être importantes pour la fonction de la protéine ExsB. La 
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première est un domaine basique et donc chargé positivement, qui pourrait être impliqué dans 
l’interaction de ExsB avec des lipides chargés négativement de la membrane externe. Ce type 
d’interaction a déjà été observé pour d’autres protéines, telles que la tyrosine kinase Src des 
cellules eucaryotes (Sigal et al. 1994). La seconde est un petit domaine acide à l’extrémité N-
terminale de ExsB, formant le bord d’un domaine en forme de cratère et identifiée par le 
logiciel SURFNET comme un domaine d’intéraction potentiel. Cette zone plutôt acide 
pourrait donc participer à l’interaction avec des partenaires protéiques, comme par exemple 
d’autres protéines du SST3 (Izore et al. 2011). De façon intéressante, la protéine TssJ du 
SST6 de E. coli, récemment caractérisée, est structurellement très proche de ExsB. Elle 
interagit avec l’extrémité périplasmique d’un composant de la membrane interne du SST6 et 
pourrait participer au repliement ou à la stabilité de cette protéine (Felisberto-Rodrigues et al. 
2011).  
La structure de ExsB ayant été résolue, l’étape suivante a été de caractériser cette 
protéine chez P. aeruginosa. Un outil indispensable pour cette caractérisation a été 
l’utilisation d’un anticorps dirigé spécifiquement contre ExsB. Pour cela, le sérum d’un lapin 
ayant reçu des injections de la protéine purifiée (à partir de l’expression dans E. coli) a été 
obtenu par la société Covalab. 
 
2) Expression de ExsB dans différentes souches de P. aeruginosa 
L’expression de la protéine ExsB par P. aeruginosa n’avait jamais été prouvée car des 
essais pour la détecter avaient échoués (Goranson et al. 1997). Afin de lever cette incertitude, 
l’expression de la protéine ExsB a été évaluée dans différentes souches de P. aeruginosa. La 
protéine purifiée à partir de l’expression dans E. coli a été utilisée pour obtenir de bons 
anticorps, indispensables pour cette étude. Les trois souches testées sont PAO1, qui a été 
isolée d’une blessure en Australie (Wolfgang et al. 2003) ; PAO1F, dérivée de l’isolat de 
PAO1 et ayant un SST3 plus actif ; et CHA, un isolat clinique d’un patient atteint de 
mucoviscidose connu pour avoir un SST3 très actif. 
 
Figure 44 : Analyse par immunoblot de l’expression de ExsB dans des extraits bactériens des 
souches de P. aeruginosa CHA, PAO1 et PAO1F.  
Les bactéries ont été cultivées dans des conditions d’induction (+) ou de répression (-) du SST3 
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L’analyse des extraits bactériens par Western blot (Figure 44) montre que la protéine ExsB est 
bien produite par les trois souches, et que sa production est plus importante lorsque le SST3 
est activé. La quantité de bactéries déposées étant identique pour chaque souche (normalisée 
en fonction de la D.O.600nm), une plus forte expression de ExsB est observée dans les souches 
PAO1 et PAO1F alors que l’on pouvait s’attendre à une production plus importante chez 
CHA puisque CHA a un SST3 plus actif. 
La protéine ExsB n’avait pas été détectée par Goranson J. et ses collaborateurs (1997) chez P. 
aeruginosa mais les essais avaient été réalisés à partir de l’expression de différentes formes de 
l’opéron de régulation sous le contrôle du promoteur T7 chez E. coli et PAO1 de P. 
aeruginosa. De plus, les détections étaient indirectes, avec un marquage au soufre 35 des 
cystéines et méthionines des protéines, ou l’utilisation d’anticorps anti CAT pour reconnaitre 
la protéine chimérique ExsB-CAT. 
L’expression de la protéine ExsB  par P. aeruginosa a été démontrée. L’objectif a été ensuite 
de déterminer sa localisation dans la bactérie. 
 
3) Localisation de ExsB 
D’après les prédictions basées sur la séquence d’acides aminés de ExsB, la protéine 
pourrait être une lipoprotéine car elle possède une séquence consensus, appelée « lipobox », 
permettant la liaison aux lipides comme décrit dans la partie V-B. de l’introduction. Elle 
pourrait donc se trouver dans les membranes de la bactérie. Pour vérifier cette localisation, un 
fractionnement cellulaire a été réalisé par formation de sphéroplastes et ultracentrifugation, 
puis les fractions cytosolique, périplasmique et membranaire ont été analysées par Western 
blot.  
 
Figure 45 : Compartimentation cellulaire pour l’étude de la localisation de ExsB. 
Détection de ExsB par immunoblot dans les extraits bactériens totaux des souches de P. aeruginosa 
sauvage (CHA) et dont le gène exsB a été inactivé (exsB) et dans les compartiments cellulaires : 
cytosol, périplasme et membranes. 
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Les résultats (Figure 45) montrent que la protéine ExsB est située majoritairement dans les 
membranes. De faibles quantités de protéines sont également détectées dans le cytoplasme. 
Cela peut être dû à une légère contamination du cytosol par les membranes. Néammoins, la 
protéine ExsB étant produite dans le cytosol, il est cohérent de la détecter dans cette fraction.  
Cette expérience a permis de montrer que la protéine ExsB est localisée dans les fractions 
membranaires. Pour déterminer sa localisation exacte, les membranes interne et externe ont 
été séparées en fonction de leur densité sur gradient de saccharose. Les fractions collectées 
ont été analysées par : 
- coloration au bleu de Coomassie pour visualiser les porines de la membrane externe, 
- Western Blot avec un anticorps dirigé contre XcpY pour identifier les fractions de 
membrane interne 
- Western blot avec des anticorps dirigés contre ExsB et PscC. 
 
 
Figure 46 : Etude de la localisation de ExsB au sein des membranes bactériennes. 
Analyse des fractions obtenues lors de la séparation des membranes interne et externe de la souche 
de P. aeruginosa sauvage CHA.  
 
Ces résultats montrent que la protéine ExsB est localisée dans la membrane externe de la 
bactérie, tout comme la sécrétine PscC du SST3. Cette localisation est en accord avec les 
prédictions puisque l’analyse de la séquence de ExsB avait révélé que cette protéine était 
homologue à des lipoprotéines de la famille des pilotines, attachées à la membrane externe de 
différentes bactéries à Gram négatif (comme indiqué dans la partie V-C. de l’introduction). La 
protéine ExsB pourrait donc bien être une pilotine de la sécrétine PscC. 
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En conclusion, la protéine ExsB a été caractérisée d’un point de vue structurel et son 
expression chez P. aeruginosa a été étudiée. Elle présente deux zones chargées qui pourraient 
être importantes pour l’interaction avec ses partenaires. Comme prédit par sa séquence 
d’acides aminés, cette protéine est bien synthétisée et est localisée dans la membrane externe 
de la bactérie. 
Le rôle de ExsB est néammoins tout à fait inconnu. Elle pourrait participer à la régulation du 
SST3 ou bien être une pilotine de la sécrétine PscC. Pour étudier le rôle potentiel de ExsB 
dans la régulation, l’activité et l’assemblage du SST3 chez P. aeruginosa une souche délétée 
de exsB a été construite à l’aide de la technique de SOE PCR. Sa complémentation 
chromosomique a également été effectuée, tout d’abord à l’aide du plasmide pIApC exsB 
permettant l’expression de la protéine ExsB sous le contrôle de son promoteur endogène pC. 
Malheureusement, l’utilisation de ce plasmide conduisait à une trop forte expression de la 
protéine et à de sérieux défauts de croissance de la bactérie, probablement du fait de la 
présence de plusieurs copies du plasmide et de la localisation du gène exsB directement en 
aval de son promoteur et non pas dans l’opéron de régulation. La complémentation a 
finalement été réalisée dans le chromosome et la souche complémentée ainsi obtenue est 
capable de se développer à un taux de croissance similaire à la souche sauvage. Le niveau 
d’expression de ExsB chez cette souche est similaire à celui de la souche sauvage (Figure 47).  
 
 
Figure 47 : Analyse par Western blot de l’expression de ExsB lors de la complémentation de la 
souche de P. aeruginosa dépourvue de exsB.  
a) Niveau d’expression de ExsB dans les extraits bactériens concentrés 10 fois de P. aeruginosa 
sauvage (CHA), dépourvue du gène codant pour ExsB (exsB) et complémentée par un plasmide 
(exsB + pexsB).  
b) Niveau d’expression de ExsB dans les extraits bactériens concentrés 10 fois de P. aeruginosa 
sauvage (CHA), dépourvue du gène codant pour ExsB (exsB) et complémentée directement dans 
le chromosome (exsB/exsB). 
 
 
Afin d’étudier le rôle de la protéine ExsB, le phénotype des souches mutante dépourvue de 
exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB) a été analysé en comparaison avec celui de la 
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souche sauvage (CHA). La figure suivante présente ces souches obtenues en comparaison 
avec la souche sauvage. 
 
   
Figure 48 : Souches de P. aeruginosa utilisées pour l’étude de la protéine ExsB.  
La souche sauvage est l’isolat clinique CHA. La souche mutante exsB a été obtenue en 
supprimant le gène codant pour ExsB du chromosome. Sa complémentation exsB/exsB a été 
construite en insérant le gène exsB sous le contrôle de son promoteur d’origine pC dans le 
chromosome de la souche exsB. 
 
 
B. Effets de la délétion de exsB sur la virulence dans des modèles d’infection 
animaux 
L’effet de la délétion de exsB sur la virulence des bactéries in vivo a été testé dans 
deux modèles d’infection : les drosophiles et les souris. 
 
1) Effets de la délétion de exsB lors d’infections aiguës de drosophiles 
Une première expérience a été réalisée sur des drosophiles afin d’identifier si la 
protéine ExsB a un rôle dans la virulence de P. aeruginosa. Les drosophiles sont un modèle 
d’infection intéressant puisqu’elles possèdent un système immunitaire inné possédant des 
similarités avec celui des mammifères (Hoffmann et al. 1999). Leur utilisation en tant qu’hôte 
modèle de P. aeruginosa a déjà été montrée (D'Argenio et al. 2001). Des infections aiguës au 
bacille pyocyanique peuvent être produites en piquant les insectes. Ce modèle d’infection est 
donc facile à mettre en œuvre. Dans ce cas, la virulence des souches bactériennes est 
directement liée à la présence d’un SST3 actif (Fauvarque et al. 2002). Le gène codant pour 
ExsB étant localisé dans un opéron de régulation du SST3, il est probable que la protéine 
correspondante ait un rôle dans ce système. Des drosophiles ont donc été infectées par piqûre 
Chapitre III – Résultats et discussion – II. Etude de la protéine ExsB 
- 145 - 
avec les souches de P. aeruginosa sauvage ou dépourvue de exsB. La souche bactérienne 
dépourvue du gène codant pour ExsA, l’activateur du SST3, a été utilisée comme contrôle 
négatif. Cette expérience a été menée en collaboration avec Marie-Odile Fauvarque et Perrine 
Viargues, de l’équipe « Génétique et chémogénétique » du Laboratoire de Biologie à Grande 
Echelle, au CEA de Grenoble.  
 
 
Figure 49 : Courbes de survie des drosophiles infectées par les souches de P. aeruginosa sauvage 
(CHA), délétée de exsA (exsA), et délétée de exsB (exsB)  
 
Les premiers résultats semblaient montrer un retard dans la mortalité des mouches 
infectées par les bactéries ne possédant pas ExsB (Figure 49).  
ExsB pourrait donc être impliquée dans la virulence due au SST3 lors d’infections 
aiguës.  
Cependant, ces résultats n’ont pu être reproduits. Ceci est peut être dû au fait que la 
différence de mortalité observée en l’absence de ExsB était assez faible par rapport à la 
différence observée en l’absence d’un SST3 actif.  
De plus, la manière de piquer les mouches ou la charge bactérienne prélevée à 
l’extrémité de l’aiguille sont des facteurs de variabilité pouvant expliquer la difficulté à 
observer de faibles variations de toxicité entre les souches.  
 
2) Effets de la délétion de exsB lors d’infections aigües de souris 
Un second modèle d’infection a été utilisé sur des souris afin de vérifier si la protéine 
ExsB est bien impliquée dans la virulence de P. aeruginosa, comme suggéré par la première 
expérience réalisée sur les drosophiles.  
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Bien que l’utilisation de souris soit plus contraignante (cycle de vie plus long, 
agrément du comité d’éthique de l’animalerie), ces mammifères sont très utilisés puisque leur 
infection par inhalation permet de mimer des pneumonies aiguës à P. aeruginosa (Tang et al. 
1995).  
Ce type d’infection a été choisi car le SST3 est un facteur de virulence très actif durant 
les infections aiguës et la protéine ExsB pourrait être impliquée dans l’activité de ce système. 
Enfin, le système immunitaire des souris est relativement proche de celui des hommes 
(Mizgerd et al. 2008).  




Comparaison p-value obtenue par le test LogRank 
CHA par rapport à exsB 1,7E-03 
exsB par rapport à exsB/exsB 1,9E-03 
CHA par rapport à exsB/exsB 4,2E-03 
 
Figure 50 : Courbe de survie des souris infectées par les souches de P. aeruginosa sauvage 
(CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB), et analyse statistique des 
résultats. 
 
Comme le montrent les courbes de survie (Figure 50), les souris infectées par la souche de P. 
aeruginosa mutante (exsB, courbe rouge) meurent au bout de 26,9 heures en moyenne, c'est-
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à-dire environ 8 heures après les animaux infectés par les souches sauvage (CHA, courbe 
bleue) et complémentée (exsB/exsB, courbe verte). La mortalité des souris est donc retardée 
lorsqu’elles sont infectées par des bactéries délétées de exsB. Cette différence est significative 
(p value inférieure à 0,01 d’après le test du LogRank). En conclusion, ce test d’infection in 
vivo montre que ExsB joue un rôle dans les infections aiguës. 
 
C.  Rôle de ExsB dans l’activité du SST3 in vitro 
Les expériences d’infection réalisées précédemment sur des animaux ont démontré 
l’importance de la protéine ExsB dans la virulence et suggèrent un rôle dans l’activité du 
SST3. Pour étudier le mécanisme moléculaire d’action de ExsB, nous avons utilisé une 
batterie de tests phénotypiques et biochimiques permettant de refléter l’activité du SST3.  
L’activité du SST3 peut être contrôlée facilement in vitro en étudiant par Western blot 
le niveau d’expression de substrats du SST3 dans les bactéries mais aussi en détectant leur 
sécrétion dans le milieu extracellulaire. 
Les souches de P. aeruginosa sauvage, dépourvue de exsB et complémentée, ont été 
cultivées dans des conditions de déplétion en calcium pour induire le SST3. Les culots 
bactériens et les surnageants correspondants ont été analysés par Western blot. 
 
Figure 51 : Expression (dans les extraits bactériens) et sécrétion (dans les surnageants) des 
translocateurs hydrophobe et hydrophile PopB et PcrV du SST3 des souches de P. aeruginosa 
sauvage (CHA), dépourvue de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB). 
 
En l’absence de ExsB, une diminution de la sécrétion des protéines du SST3 est 
observée (Figure 51), aussi bien pour la protéine du pore de translocation PopB que pour le 
translocateur hydrophile PcrV. En parallèle, il y a une accumulation intracellulaire de ces 
protéines. Ces résultats suggèrent que les protéines sont correctement produites mais sont mal 
exportées par le SST3 lorsque la protéine ExsB est absente.  
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Par contre, la souche complémentée exsB/exsB sécrète des quantités plus importantes 
de PopB et PcrV que la souche sauvage CHA, alors que l’on s’attendait à des niveaux de 
sécrétion similaires dans ces deux souches. Le SST3 semble donc suractivé dans la souche 
complémentée. Cela pourrait s’expliquer par la localisation génétique de exsB.  
Le gène codant pour ExsB est en effet situé dans l’opéron de régulation du SST3. Il est 
donc possible que la délétion de exsB conduise à une modification de cet opéron, avec par 
exemple une stabilisation de l’ARN messager et par suite à une suractivation du SST3.  
Cette suractivation serait visible dans la souche complémentée exsB/exsB puisque pour la 
complémentation le gène exsB a été réintroduit non pas à sa place originelle dans l’opéron de 
régulation mais ailleurs dans le chromosome. L’opéron de régulation de cette souche 
exsB/exsB est donc toujours dépourvu de exsB et modifié. 
 
D. Effet de la délétion du gène codant pour ExsB sur l’opéron de régulation du 
SST3 
L’étude de l’expression et de la sécrétion de substrats du SST3 in vitro a révélé que le 
système pourrait être suractivé dans la souche complémentée exsB/exsB. Il est également 
possible que la protéine ExsB ait un rôle dans la régulation du SST3, étant donné que son 
gène est situé dans l’opéron de régulation.  
Par ailleurs, la protéine homologue à ExsB chez Yersinia spp., YscW, semble avoir un 
rôle dans la régulation puisqu’elle est impliquée dans la dépendance du SST3 au calcium, 
d’après des travaux effectués quelques années avant d’étudier le rôle de pilotine de YscW 
(Allaoui et al. 1995). En effet, le SST3 est activé uniquement en l’absence de calcium, mais 
l’absence de YscW chez Yersinia spp. conduit à une activation permanente du système, 
quelque soit la concentration en calcium.  
Des expériences ont donc été réalisées pour étudier l’effet de la délétion de exsB sur 
l’activation du SST3 et sur l’opéron de régulation. 
 
1) Effets de la délétion de ExsB sur l’activation du SST3 
L’activation du SST3 a été étudiée grâce à un plasmide rapporteur développé au 
laboratoire par Khady Sall. Ce plasmide posséde le promoteur de la toxine ExoS, appelé pS, 
en amont du gène codant pour la GFP. Lorsque le SST3 est actif, l’activateur transcriptionnel 
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ExsA se fixe au niveau du promoteur pS, permettant ainsi l’expression de la GFP et donc 
l’émission d’une fluorescence verte.  
 
Plusieurs souches dont différents gènes du SST3 ont été délétés ont été comparées 
pour l’activité GFP en utilisant un fluorimètre à plaques.  
Deux clones ont été utilisés pour les souches ne possédant pas le gène exsB afin de confirmer 
les effets observés.  
L’essai a été effectué dans des conditions où le SST3 est induit par déplétion en calcium ou 
bien non induit (dans du milieu de culture non supplémenté ou bien supplémenté en calcium).  
 
Figure 52 : Analyse de l’activation du SST3 des souches de P. aeruginosa dans différentes 
conditions.  
a) A gauche : Cinétique d’activation du promoteur pS fusionné à la protéine fluorescente GFP (pS-
GFP) au cours du temps lorsque le SST3 n’est pas induit. Les souches sauvage (CHA), délétées des 
gènes du SST3 codant pour l’activateur ExsA (exsA), la protéine de pointe PcrV (pcrV), les 
protéines du pore PopBD (popBD), la protéine de l’aiguille PscF (pscF), l’ATPase PscN (pscN) 
et la protéine ExsB (exsB1 et exsB2 pour les deux clones) ont été cultivées dans du milieu LB 
sans additif. A droite : les activités du promoteur pS-GFP correspondantes. Ces activités ont été 
calculées en mesurant la pente de la cinétique d’activation entre 2h et 3h30.  
b) Activités du promoteur pS-GFP dans des conditions d’induction du SST3 (milieu LB 
supplémenté d’EGTA et de MgCl2) et de non induction (milieu LB puis milieu LB supplémenté de 
CaCl2) pour les souches de P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de l’activateur ExsA (exsA), 
délétées de ExsB (exsB1 et exsB2) et leurs complémentations chromosomiques (exsB1/exsB et 
exsB2/exsB). 
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Comme attendu, les bactéries ne possédant pas l’activateur ExsA sont incapables 
d’activer leur SST3, quelques soient les conditions de culture (Figure 52b). Comme prévu 
également, la souche sauvage de P. aeruginosa active son SST3 seulement dans des 
conditions de déplétion en calcium.  
Les souches délétées des gènes codant pour la protéine du pore PopB, la protéine de 
l’aiguille PscF et l’ATPase PscN ont tout à fait le même profil que la souche sauvage 
(résultats montrés uniquement lorsque le SST3 n’est pas induit) (Figure 52a).  
Par contre, les bactéries ne produisant pas la protéine de pointe PcrV activent leur 
SST3 même lorsqu’il n’y a pas de déplétion en calcium, dans du milieu de culture sans 
additif.  
Un phénomène similaire avait été observé chez la souche de P. aeruginosa PAK délétée de 
pcrV, puisqu’une sécrétion constitutive de l’effecteur ExoS avait été observée, y compris sans 
déplétion en calcium (Rietsch et al. 2005).  
Il n’avait par contre pas été confirmé chez la souche CHA, qui a été utilisée comme souche de 
référence pour tous ces travaux de thèse. En effet, aucune sécrétion des protéines du SST3 
n’avait été détectée lorsque le milieu de culture bactérien n’était pas déplété en calcium 
(Goure et al. 2004).  
 Ainsi, les résultats d’activation du SST3 présentés ci-dessus (Figure 52a) confirment le 
phénotype de la souche pcrV, avec une activation du système y compris en présence de 
calcium. Ils ne sont pas en contradiction avec les observations de (Goure et al. 2004) puisque 
les méthodes utilisées pour rendre compte de l’activation du SST3 sont différentes. 
Il est possible que les effecteurs soit bien produits par la souche pcrV mais pas sécrétés 
lorsqu’il n’y a pas déplétion en calcium. Par contre, une concentration élevée en calcium 
continue de réprimer l’expression du système (résultats non montrés). 
 
Concernant les souches de P. aeruginosa délétée de exsB, et sa complémentation 
chromosomique, deux clones différents ont été utilisés afin de confirmer les résultats observés 
(Figure 52b).  
 
En l’absence de exsB, le SST3 est légèrement suractivé de façon reproductible dans 
des conditions où le SST3 n’est pas induit (en présence de calcium). Cependant, cet effet n’est 
pas dû à l’absence de ExsB en tant que telle puisque la souche complémentée avec le gène 
exsB dans le chromosome présente le même phénotype.  
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Il pourrait donc y avoir une suractivation de l’activateur ExsA du SST3 lorsque le 
gène exsB a été délété dans l’opéron de régulation. 
 
2) Effets de la délétion de ExsB sur l’expression de l’activateur du SST3, 
ExsA 
Afin de confirmer les résultats obtenus lors de l’analyse de l’activation du SST3, un 
test d’expression de l’activateur transcriptionnel ExsA a été réalisé pour la souche sauvage, la 
souche mutante dépourvue de exsB et la souche complémentée. 
 
 
Figure 53 : Expression de ExsA dans les différentes souches de P. aeruginosa  
Expression de ExsA, l’activateur transcriptionnel du SST3, détectée par immunoblot dans les 
extraits bactériens des souches de P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et 
complémentée (exsB/exsB). 
L’utilisation du plasmide pDD2 pour la surexpression de ExsA, notée +exsA, permet de restaurer 
des niveaux d’expression de ExsA équivalents dans toutes les souches. La protéine cytoplasmique 
RpoA (RNA polymérase) est utilisée comme contrôle de charge. 
 
Comme visualisé sur ce Western blot (Figure 53), la quantité d’activateur ExsA produite par 
les souches mutante et complémentée est effectivement supérieure à celle de la souche 
sauvage. Le fait de supprimer exsB de l’opéron de régulation a probablement un effet de 
stabilisation de l’ARN messager de tout l’opéron. Au contraire, Goranson et al (1997) avaient 
constaté une diminution de l’expression de ExsA en l’absence de exsB, mais leur mutant 
exsB a été construit en éliminant aussi les 80 nucléotides de part et d’autre du gène, ce qui 
conduit à une troncation du gène en amont, exsE, qui n’était pas identifié à l’époque.  
Cette surexpression de l’activateur ExsA lorsque exsB est délété pourrait masquer des petites 
différences phénotypiques, notamment entre la souche sauvage et la souche mutante. Afin de 
mieux comparer les phénotypes des différentes souches de P. aeruginosa, le plasmide pDD2, 
noté +exsA dans la suite du travail, a été introduit. Ce plasmide permet une surexpression 
constitutive de ExsA, l’activateur transcriptionnel du SST3, et donc de restaurer des niveaux 
d’expression de cet activateur similaires dans toutes les souches (Figure 53). 
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En conclusion, la protéine ExsB ne semble pas impliquée dans la régulation. Par 
contre, la délétion du gène exsB conduit à une surexpression de l’activateur ExsA du SST3. 
Cet effet est dit polaire et n’est pas lié à l’activité de la protéine ExsB. Pour s’affranchir de cet 
effet polaire, un plasmide permettant l’expression d’un niveau équivalent de ExsA dans toutes 
les souches a été utilisé, en particulier pour comparer finement les différences de phénotypes 
entre les différentes souches de P. aeruginosa.  
 
E.  Rôle de ExsB dans l’activité du SST3 in vitro en prenant en compte l’effet de 
la délétion de exsB sur l’opéron de régulation 
L’implication de ExsB dans l’activité du SST3, étudiée dans la partie C de ce chapitre, 
a été à nouveau analysée en s’affranchissant de l’effet polaire de la délétion de exsB. Pour 
cela, les souches de P. aeruginosa sauvage, mutante et complémentée, portant le plasmide 
pour la surexpression constitutive de ExsA ont été utilisées. Les niveaux d’expression et de 
sécrétion des substrats du SST3 PopB et PcrV ont été analysés par Western blot.  
 
 
Figure 54 : Expression (dans les extraits bactériens) et sécrétion (dans les surnageants) des 
translocateurs hydrophobe et hydrophile PopB et PcrV du SST3 des souches de P. aeruginosa 
sauvage (CHA), dépourvue de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB), surexprimant 
l’activateur du SST3, ExsA (+exsA) 
 
En l’absence de ExsB, la diminution de la sécrétion des protéines du SST3, observée dans la 
partie II-C est confirmée (Figure 51), aussi bien pour PopB que pour PcrV. Comme 
précédemment, cette diminution de sécrétion est couplée à une accumulation intracellulaire de 
ces protéines.  
Grâce à l’utilisation du plasmide permettant de restaurer des niveaux d’expression de 
l’activateur ExsA similaires dans toutes les souches, les protéines PopB et PcrV sont 
produites et sécrétées à des niveaux identiques dans la souche sauvage et dans la souche 
complémentée. 
Finalement, la délétion de exsB ne conduit pas à des défauts dans la biosynthèse des protéines 
du SST3 mais entraine un défaut de sécrétion du SST3. Ce défaut de sécrétion pourrait être dû 
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à un assemblage incorrect du système. Cependant l’effet de ExsB sur le SST3 a été analysé 
seulement in vitro, en activant le système de façon artificielle en l’absence de cellules 
eucaryotes. Ces conditions ont permis de découvrir des pistes quant au rôle de ExsB, mais 
sont très différentes des conditions dans lesquelles le SST3 est activé naturellement, par 
contact avec ses cellules cibles. Il est donc important d’étudier le rôle de ExsB sur l’activité 
du SST3 lors d’infections de cellules eucaryotes. 
 
F. Effets de ExsB sur l’activité du SST3 dans des modèles d’infection de 
cultures cellulaires 
Afin de confirmer l’implication de ExsB dans l’activité du SST3 observée in vitro, 
différents tests d’infection ont été réalisés in vivo sur des cellules eucaryotes, cibles naturelles 
du SST3 de P. aeruginosa. Les premières expériences ont permis d’étudier l’effet de ExsB sur 
la cytotoxicité dépendant du SST3 envers différents types de cellules eucaryotes. Pour aller 
plus loin, l’injection des effecteurs du SST3 par P. aeruginosa dans le cytoplasme des cellules 
cibles a été étudiée, en présence ou en absence de ExsB. 
 
1) Cytotoxicité dépendant du SST3 sur les cellules eucaryotes 
Pour mesurer les conséquences de la délétion de exsB sur l’activité du SST3, des tests 
de cytotoxicité ont été réalisés sur différents types de cellules eucaryotes. Tous ces tests sont 
basés sur l’effet cytotoxique du SST3 sur les cellules hôtes.  
 
- Cytotoxicité envers les macrophages de souris 
Le premier test a été réalisé sur des macrophages de souris J774. L’infection de ces 
cellules par des souches de P. aeruginosa possédant un SST3 actif conduit rapidement à leur 
lyse et donc à la libération de Lactate DesHydrogénase (LDH) intracellulaire dans le milieu. 
Par contre, les bactéries ayant un SST3 inactif ne peuvent pas sécréter le translocon et la LDH 
n’est pas détectée dans le surnageant d’infection. 
Le test a tout d’abord été réalisé en appliquant une multiplicité d’infection (MOI) de 10, c'est-
à-dire un rapport de 10 bactéries pour 1 cellule, conditions habituellement utilisées au 
laboratoire. Aucune différence de cytotoxicité n’a été remarquée entre les différentes souches 
(résultats non montrés). Cependant, l’utilisation d’une trop forte charge bactérienne par 
rapport à la quantité de cellules n’est pas représentative des conditions réelles d’infection.  
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De plus, elle pourrait masquer des différences de cytotoxicité plus subtiles entre les 
différentes souches de P. aeruginosa. Cela avait déjà été constaté lors de l’étude du rôle de 
l’activité des domaines enzymatiques des exotoxines ExoS et ExoT, puisque des différences 
de cytotoxicité étaient estompées lorsque de trop grandes quantités de bactéries étaient 




Figure 55 : Cytotoxicité des différentes souches de P. aeruginosa sur des macrophages de souris 
Cytotoxicité de P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée 
(exsB/exsB), avec ou sans le plasmide de surexpression de l’activateur ExsA (+exsA) sur des 
macrophages de souris. L’astérisque représente une différence significative de cytotoxicité entre les 
souches, d’après le test de Student. 
a) Pourcentage de LDH intracellulaire libérée après 1h, 2h et 3h d’infection à une multiplicité 
d’infection (MOI) de 1 
b) Pourcentage de LDH intracellulaire libérée après 1h, 2h et 3h d’infection à une MOI de 0,2 
 
Le test de cytotoxicité a donc ensuite été réalisé à des multiplicités d’infection plus faibles, de 
1 et 0,2 (Figure 55). Le pourcentage de LDH intracellulaire dans le surnageant d’infection de 
la souche mutante est très légèrement plus faible que dans ceux des souches sauvage et 
complémentée. Ce test est extrêmement sensible, et la différence de cytotoxicité entre les 
bactéries sauvages et dépourvues de exsB pourrait être masquée par la différence d’expression 
de l’activateur du SST3, ExsA.  
C’est pourquoi, afin de mieux percevoir les différences de cytotoxicité, les souches 
surexprimant ExsA ont été utilisées. La diminution de cytotoxicité constatée en l’absence de 
ExsB est alors confirmée et elle est significative (p-value < 0,05 par le test de Student). 
L’absence de ExsB cause donc une diminution de la cytotoxicité dépendante du SST3 envers 
les macrophages. 
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- Cytotoxicité envers les cellules épithéliales A549 
Afin de confirmer l’implication de ExsB dans la cytotoxicité dépendante du SST3, un 
autre test a été réalisé sur des cellules épithéliales de poumon A549. Le choix de cette lignée 
cellulaire est d’autant plus approprié que P. aeruginosa infecte souvent les poumons des 
patients hospitalisés. L’injection de toxines du SST3 par ce microorganisme conduit à une 
désorganisation du cytosquelette d’actine et à un arrondissement des cellules épithéliales 
infectées. Le pourcentage de cellules rondes au cours des 4 heures d’infection traduit donc la 
cytotoxicité causée par le SST3 des bactéries. 
 
Figure 56 : Cytotoxicité des différentes souches de P. aeruginosa sur des cellules épithéliales de 
poumon. 
Pourcentage de cellules épithéliales arrondies après 1h, 2h, 3h et 4h d’infection à une multiplicité 
d’infection (MOI) de 0,2 par P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et 
complémentée (exsB/exsB). L’astérisque représente une différence significative de cytotoxicité 
entre les souches, d’après le test de Student. 
 
Sur la Figure 56, la cytotoxicité dépendant du SST3 envers les cellules épithéliales est plus 
faible lorsque les bactéries n’expriment pas ExsB. Cette différence de cytotoxicité est très 
faible mais est tout de même significative après 4 heures d’infection (p-value < 0,05 d’après 
le test de Student). Ces résultats permettent de confirmer la diminution de cytotoxicité en 
l’absence de ExsB. 
 
- Cytotoxicité envers les cellules endothéliales 
Un dernier test de cytotoxicité a été réalisé en collaboration avec Philippe Huber et 
Stéphanie Bouillot sur une culture primaire de cellules endothéliales de veine ombilicale 
humaine (HUVEC). L’utilisation d’une culture primaire de cellules eucaryotes humaines est 
pertinente  puisque les cellules sont prélevées directement des cordons ombilicaux et ne sont 
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pas immortalisées contrairement aux lignées cellulaires. Elles sont donc plus proches des 
cellules rencontrées in vivo. De plus, les cellules endothéliales pourraient constituer une cible 
de la bactérie P. aeruginosa, notamment lors de septicémies. L’infection des HUVEC par des 
souches de P. aeruginosa possédant un SST3 actif aboutit à une rétraction des cellules 
eucaryotes. Le pourcentage de rétraction des cellules a été déterminé après infection par la 
souche sauvage, la souche mutante délétée de exsB et la souche complémentée. 
 
Figure 57 : Cytotoxicité des différentes souches de P. aeruginosa sur des cellules endothéliales de 
veine ombilicale humaine. 
Pourcentage de rétraction cellulaire après 1h, 2h et 3h d’infection à une multiplicité d’infection 
(MOI) de 1 par P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée 
(exsB/exsB). L’astérisque indique que la différence de cytotoxicité entre la souche exsB et les 
souches CHA et exsB/exsB est significative (p-value < 0,05 d’après le test de Student). 
 
Les résultats de cytotoxicité présentés sur la Figure 57 montrent que lorsque les cellules sont 
infectées par les bactéries n’exprimant pas ExsB, une diminution de 45% de la rétraction 
cellulaire est constatée. Cette différence est significative (p-value < 0,05 par le test de 
Student) et confirme la baisse de cytotoxicité liée au SST3 en l’absence de ExsB. 
En conclusion, les différents tests d’infection réalisés in vitro sur des cultures de cellules 
eucaryotes démontrent l’implication de ExsB dans la cytotoxicité dépendant du SST3, et donc 
dans l’activité du SST3. La cytotoxicité du SST3 est principalement causée par les toxines 
qu’il injecte dans le cytoplasme des cellules eucaryotes cibles afin de pirater leurs principales 
fonctions. La diminution de cytotoxicité en l’absence de ExsB pourrait donc être causée par 
une diminution de la quantité de toxines du SST3 injectées dans le cytoplasme eucaryote. 
Cette hypothèse serait en accord avec la diminution de la sécrétion des substrats du SST3 
observée in vitro. Afin de vérifier cela, l’injection des toxines du SST3 dans le cytoplasme de 
cellules eucaryotes a été étudiée.  
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2) Taux d’injection de toxines envers les cellules eucaryotes 
L’injection de toxines du SST3 dans le cytoplasme de cellules eucaryotes par les 
souches de P. aeruginosa sauvage, mutante et complémentée a été analysée. Pour cela, les 
bactéries ont été modifiées pour exprimer une toxine chimérique ExoS-β-lactamase. Après 
infections de cellules épithéliales ou de lymphocytes B, les cellules sont incubées avec un 
substrat fluorescent vert pouvant être clivé par la β-lactamase en un produit fluorescent bleu. 
L’analyse de la fluorescence reflète ainsi l’activité β-lactamase et peut être corrélé avec la 
quantité de toxine chimérique injectée dans les cellules eucaryotes (Verove et al. 2012). 
 
Figure 58 : Etude de l’injection de la toxine chimérique ExoS-β-lactamase dans le cytoplasme de 
cellules eucaryotes après infection à une multiplicité d’infection (MOI) de 1 par différentes 
souches de P. aeruginosa  
a) Analyse en cytométrie de flux des cellules de type lymphocytes B, BJAB. A gauche, les cellules 
seules, non infectées, émettent une fluorescence verte. A droite, les cellules infectées par la souche 
sauvage exprimant la toxine chimérique émettent une fluorescence bleue.  
b) Fluorescence bleue moyenne normalisée des cellules BJAB après 3h d’infection par les souches 
de P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB) 
produisant la toxine chimérique ExoS-β-lactamase. L’astérisque représente une différence 
significative entre les souches, d’après le test de Student (p-value <0,05). 
c) Analyse sur un fluorimètre en plaques du ratio de fluorescence bleue/verte émise par minute par 
des cellules épithéliales de poumon, A549, infectées par les souches de P. aeruginosa sauvage 
(CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB) produisant la toxine chimérique 
ExoS-β-lactamase. Le contrôle négatif est constitué des cellules seules, non infectées. Plus la 
quantité de toxines chimériques injectée dans les cellules cibles est élevée, plus le ratio de 
fluorescence bleue/verte des cellules augmente au cours du temps. 
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L’analyse de la fluorescence émise par les lymphocytes B après infection (Figure 58b) 
révèle une diminution des toxines injectées par la souche bactérienne délétée de exsB. De 
même, l’injection de toxine chimérique dans les cellules épithéliales est plus faible lorsque les 
bacilles n’expriment pas ExsB. La diminution de quantité de toxine chimérique injectée en 
l’absence de ExsB dans les cellules eucaryotes est significative (p-value <0,05). 
L’utilisation de souches de P. aeruginosa produisant la toxine chimérique ExoY-β-
lactamase a permis de confirmer la diminution de l’injection de toxines du SST3 en l’absence 
de ExsB (résulats non montrés). 
La diminution de l’injection des toxines d’environ 40% n’est pas comparable avec la 
forte diminution de sécrétion in vitro car l’activation du SST3 in vivo par le contact avec la 
cellule cible est très différent de la très forte activation provoquée in vitro par la déplétion en 
calcium. 
 
La diminution de la quantité de toxines injectées dans le cytoplasme eucaryote n’est 
pas due à une diminution de production des substrats du SST3, comme constaté lors de 
l’étude de l’effet de ExsB sur l’activité du SST3 in vitro (partie II-E de ce chapitre). Elle est 
donc causée par un défaut de sécrétion des toxines, avec : 
o une diminution de la sécrétion des substrats du SST3 
o et/ou une injection non polarisée. 
La diminution de la sécrétion des substrats du SST3 lorsque ExsB n’est pas exprimée a déjà 
été observée in vitro (partie II-E).La sécrétion de toxine chimérique ExoS-bla est également 
fortement réduite en l’absence de ExsB (résultats non montrés). La diminution de sécrétion 
explique donc, au moins en partie, la diminution de l’injection de toxines dans les cellules 
cibles. Par contre, il faut déterminer si l’absence de ExsB conduit à un défaut de polarisation 
de l’injection. 
 
3) Polarisation de l’injection 
Le contact entre la bactérie et la cellule eucaryote permet l’export des toxines 
directement dans le cytoplasme de la cellule hôte par le SST3. Dans ce cas, l’injection des 
toxines est dite polarisée. Au contraire, une injection non polarisée conduirait à la sécrétion 
des toxines dans le milieu extracellulaire aussi bien que dans le cytoplasme eucaryote (comme 
illustré par la Figure 59-a ci-dessous). En l’absence de ExsB, la quantité de toxines injectées 
dans la cellule cible diminue. Afin de déterminer si cette diminution est due à une injection 
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non polarisée, la présence de toxines dans le surnageant d’infection a été analysée. La 
détection de toxines dans le milieu extracellulaire repose sur un test colorimétrique. En effet, 
la dégradation de la nitrocéfine, substrat de couleur jaune, par le domaine β-lactamase de la 
toxine chimérique ExoS- β-lactamase conduit à la formation d’un produit de couleur rouge. 
Le suivi de l’absorbance reflète donc l’activité enzymatique et est corrélé à la quantité de 




Figure 59 : Etude de la polarisation de l’injection des effecteurs du SST3 par les souches de P. 
aeruginosa produisant la toxine chimérique ExoS-β-lactamase lors d’infection de cellules CHO.  
a) Schéma de la méthode utilisée pour tester la polarisation de l’injection. Une injection non 
polarisée conduirait à la sécrétion de la toxine chimérique dans le milieu extracellulaire au lieu de 
directement dans le cytoplasme eucaryote. Le test consiste en le dosage de l’activité β-lactamase 
dans le milieu extracellulaire après 3h d’infection.  
b) Activité la β-lactamase dans les surnageants d’infection de cellules CHO par la souche 
bactérienne sauvage (CHA), ou les souches de P. aeruginosa exprimant la toxine chimérique ExoS-
β-lactamase (Sbla), sauvage (CHA Sbla), délétée du gène codant pour la protéine de pointe PcrV 
(pcrV Sbla), délétée de exsB (exsB Sbla) et complémentée (exsB/exsB Sbla) 
 
 
La souche sauvage délétée de pcrV, gène codant pour la protéine de pointe du SST3, est 
utilisée comme contrôle positif puisqu’elle est connue pour exporter la totalité des toxines 
dans le milieu extracellulaire. Les résultats obtenus (Figure 59) montrent qu’un très faible 
niveau d’activité β-lactamase est détecté dans les surnageants d’infection de la souche 
sauvage, tout comme les souches délétée de exsB et complémentée. Cela signifie que les 
toxines sont injectées par le SST3 directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes, y 
compris en l’absence de ExsB. La détection d’un niveau basal d’activité β-lactamase est 
probablement liée à la lyse de quelques bactéries ou des cellules infectées.  
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En conclusion, le défaut d’injection des toxines dans les cellules eucaryotes, constaté en 
l’absence de ExsB, n’est pas dû à une injection non polarisée mais seulement à une 
diminution de la quantité de protéines sécrétées par le SST3.  
Les souches de P. aeruginosa dépourvues de exsB présentent un défaut de sécrétion 
des substrats du SST3. En conséquence, elles ont une activité cytotoxique envers les cellules 
cibles eucaryotes atténuée, et finalement une virulence envers les animaux atténuée. Pour aller 
plus loin, les causes moléculaires de ce défaut de sécrétion ont été recherchées en examinant 
l’assemblage de la machinerie du SST3.  
 
G. Rôle de ExsB dans l’assemblage du SST3 
Comme suggéré par l’étude de l’activité du SST3 des souches dépourvues de ExsB, 
cette protéine pourrait être impliquée dans l’assemblage du système. Etant donné sa 
localisation dans la bactérie et ses homologies avec la pilotine de Yersinia spp., ExsB pourrait 
être une pilotine du SST3 et participer à l’assemblage de l’anneau de sécrétine dans la 
membrane externe de la bactérie. 
 
1) Evaluation du nombre d’aiguilles du SST3 assemblées 
Si la protéine ExsB est impliquée dans l’assemblage du SST3, alors son absence 
devrait conduire à une diminution du nombre d’aiguilles du SST3 produites par les bactéries.  
 
Une méthode permettant de visualiser et de dénombrer les aiguilles du SST3 est la 
microscopie électronique.  
Pour chacune des souches, délétée de exsB et complémentée, 60 clichés ont été réalisés et 
analysés, à l’université de Bristol, dans l’équipe de Ariel Blocker. 
 
Les aiguilles du SST3 ont été identifiées par leur taille d’environ 70 nm de long et 6,5 nm de 
large puis comptées. Les complexes de pointe, à l’extrémité de l’aiguille, ont également pu 
être observés. Certaines aiguilles étaient présentes à la surface des bactéries. Dans ce cas, 
seules les aiguilles présentes sur le plan équatorial ont été visualisées. D’autres ont été 
observées dans le milieu extracellulaire car les aiguilles, fragiles, se détachent parfois des 
bactéries. En effet, le simple fait de vortexer quelques minutes une suspension bactérienne de 
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P. aeruginosa permet de détacher complètement les aiguilles du SST3, technique utilisée pour 
les purifier (Pastor et al. 2005). 
 
Figure 60 : Analyse du nombre d’aiguilles du SST3 assemblées par les souches de P. aeruginosa 
délétées de exsB (exsB) et complémentées (exsB/exsB), dans des conditions d’induction du 
SST3.  
a) Clichés de microscopie électronique d’une bactérie à la surface de laquelle est assemblée une 
aiguille du SST3, entourée en rouge. L’aiguille du SST3 est reconnaissable par sa taille, d’environ 
70nm de long et 6,5nm de diamètre. Le flagelle polaire de la bactérie est également observé et est 
indiqué par une flèche. 
b) Analyse du nombre d’aiguilles confirmées du SST3 à la surface des bactéries ou bien détachées 
dans le milieu extracellulaire pour les deux souches de P. aeruginosa. Soixante clichés de 
microscopie électronique ont été analysés pour chaque souche.  
c) Distribution du nombre de bactéries possédant 0, 1, 2 ou 3 et plus aiguilles confirmées du SST3 à 
leur surface ou dans le milieu extracellulaire. 
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Une diminution significative du nombre d’aiguilles totales présentes sur les clichés des 
bactéries exsB est observée (Figure 60) par rapport aux bactéries exprimant ExsB. En effet, 
en l’absence de ExsB, le nombre d’aiguilles assemblées à la surface des bactéries aussi bien 
que détachées dans le milieu extracellulaire est plus faible. Une analyse statistique par le test 
Mann & Whitney a permis de montrer que cette différence est significative (p-value inférieure 
à 0,05). 
 
La protéine ExsB a donc effectivement un rôle dans l’assemblage du SST3. Elle 
pourrait être la pilotine de la sécrétine PscC, c’est à dire participer à l’assemblage de cette 
protéine indispensable à l’activité du SST3. Plus précisément, les pilotines ont généralement 
un rôle dans la stabilisation, l’oligomérisation, et/ou la localisation de leur sécrétine dans la 
membrane externe. 
 
Afin de déterminer si la protéine ExsB est la pilotine de la sécrétine PscC, les effets de 
la délétion de ExsB sur la stabilité, l’oligomérisation et la localisation de PscC ont été étudiés. 
 
 
2) Effet de ExsB sur la stabilisation de la sécrétine 
 
La stabilité de la sécrétine PscC a été analysée dans les souches de P. aeruginosa 
exprimant ou non ExsB. Pour cela, la quantité de sécrétine a été analysée par Western blot au 
moment du blocage par le chloramphénicol de la biosynthèse des protéines puis au bout de 
1h, 2h et 3h de ce blocage en maintenant les bactéries en culture sous conditions inductrices 
du SST3 (Figure 61). 
 
Les oligomères de sécrétine sont très résistants et ne sont pas dénaturés par la chaleur 
ni par la présence d’agent dénaturant lors de l’analyse par SDS PAGE (Burghout et al. 2004). 
D’un poids moléculaire de près de 1000 kDa, ils peuvent tout de même être détectés par 
Western blot dans des conditions particulières (gels d’électrophorèse à faible pourcentage 
d’acrylamide, transfert de longue durée sur membrane PVDF). 
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Figure 61 : Analyse de la stabilité des oligomères de sécrétine PscC dans les souches de P. 
aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB).  
a) Les extraits bactériens sont analysés par immunoblot au bout de 0, 1h, 2h et 3h après le blocage 
de la biosynthèse des protéines par le chloramphénicol.  
b) Pourcentage d’oligomères de sécrétine comparé indépendamment pour chacune des souches 
après 0h (100% d’oligomères), 1h, 2h et 3h de blocage au chloramphénicol. Ces pourcentages ont 
été déterminés en calculant la quantité relative de protéine PscC aux temps 1, 2 et 3h par rapport au 
temps 0. 
 
Aucun effet visible de stabilisation de PscC par ExsB n’est observé. Pour toutes les souches, 
la quantité d’oligomères a diminué d’environ 40% en 3h par rapport à la quantité initiale. 
Néanmoins, une diminution très nette de la quantité initiale d’oligomères de sécrétine est 
constatée en l’absence de ExsB. 
Une hypothèse expliquant cette diminution serait que la sécrétine mal assemblée du fait de 
l’absence de ExsB serait immédiatement dégradée. Par contre, la petite proportion de 
sécrétine correctement assemblée serait stable. 
 
 
3) Effet de ExsB sur l’oligomérisation et la localisation de la sécrétine 
 
Le rôle des pilotines peut être de participer à l’oligomérisation et la localisation de la 
sécrétine. C’est pourquoi la localisation de la sécrétine PscC a été étudiée dans les différentes 
souches.  
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Une première méthode de séparation des membranes interne et externe de P. aeruginosa a été 
appliquée aux différentes souches, basée sur la solubilisation différentielle par des 
détergents. Les fractions obtenues ont été analysées par Western blot (Figure 62). 
 
Figure 62 : Séparation des membranes interne et externe par des détergents 
Séparation des membranes par des détergents pour les souches de P. aeruginosa sauvage (CHA), 
délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB), surexprimant l’activateur du SST3, ExsA 
(+exsA). Pour chaque souche, les extraits bactériens totaux (TC) ainsi que les fractions de 
membrane interne et externe (IM et OM respectivement) sont analysés par Western blot. Les 
protéines XcpY et MexB sont des composants connus de la membrane interne et OprI-F de la 
membrane externe et sont utilisées comme contrôles. 
 
Les contrôles de séparation de membranes interne et externe sont XcpY et MexB. La protéine 
XcpY est l’un des composants de la membrane interne du Système de Sécrétion de Type II 
(Durand et al. 2003). La protéine MexB, appartenant à un système de pompe à efflux, est elle 
aussi localisée dans la membrane interne (Poole et al. 1993). De façon surprenante, les 
résultats obtenus montrent que MexB se retrouve dans les fractions de membrane externe. 
Cela est peut-être dû au fait que le sarkosyl ne solubilise pas correctement cette protéine 
MexB mais solubilise efficacement XcpY. Ces deux protéines possèdent en effet 
d’importantes différences de topologie. XcpY présente un seul segment transmembranaire au 
lieu de douze pour MexB (Bleves et al. 1996 ; Guan et al. 1999). Cette différence de 
localisation montre la nécessité d’utiliser une autre technique pour la séparation des 
membranes. Les porines OprI-F sont des protéines contrôle de la membrane externe et sont 
bien retrouvées dans les fractions attendues pour toutes les souches. 
La localisation de différentes protéines du SST3 a ensuite été vérifiée :  
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- La protéine ExsB est bien présente majoritairement dans la membrane externe des souches 
sauvage et complémentée, bien qu’une petite proportion soit également détectée dans la 
membrane interne. Cette petite quantité de protéine dans la membrane cytoplasmique n’est 
pas surprenante puisque ExsB est une lipoprotéine et transite par la membrane interne avant 
d’être ancrée dans la membrane externe.  
- La protéine PscQ constitue l’anneau cytoplasmique du SST3. Dans toutes les souches, PscQ 
est détectée dans la fraction de la membrane interne, du fait des fortes interactions avec les 
composants de la membrane interne du SST3.  
- De même, l’ATPase PscN, enzyme orientée vers le compartiment cytoplasmique, 
majoritairement présente dans les fractions membranaires comme expliqué dans la partie sur 
l’ATPase, est retrouvée dans les fractions de membrane interne.  
- Enfin, la sécrétine PscC peut être détectée sous différentes forme. Les oligomères de 
sécrétine, d’environ 1000 kDa sont localisés dans la membrane externe de toutes les souches 
de P. aeruginosa, y compris de la souche délétée de exsB. Par contre, comme pour les 
résultats obtenus sur la stabilité de PscC, la nette diminution de quantité d’oligomères de 
sécrétine en l’absence de ExsB est confirmée. Les monomères de sécrétine, d’environ 64 kDa, 
sont détectés majoritairement dans la membrane externe des souches sauvage et 
complémentée. Pour la souche délétée de exsB, les monomères de sécrétine sont plutôt situés 
dans la membrane interne. De plus, une légère augmentation de la quantité de monomères de 
PscC est observée.  
Ces résultats montrent que ExsB semble jouer un rôle dans l’oligomérisation de la sécrétine. 
Un modèle d’action de ExsB pourrait être que cette lipoprotéine, peut-être avec l’aide d’une 
autre protéine, prend en charge les monomères de sécrétine pour favoriser leur 
oligomérisation. Enfin, la diminution de la quantité de PscC oligomérique se traduit par une 
diminution de la quantité des autres protéines du SST3 (Figure 62). Cette observation est 
peut-être due à une dégradation des protéines du SST3 lorsqu’elles n’ont pas leurs partenaires, 
dont les anneaux de sécrétine.  
Cela est particulièrement cohérent lorsque les différents modèles de hiérarchie d’assemblage 
du SST3 sont pris en compte, car ils suggèrent tous que la sécrétine est l’un des premiers 
composants du SST3 à être mis en place (Diepold et al. 2010). 
 
Afin de confirmer ces résultats, une nouvelle méthode de séparation a été utilisée. Il 
est apparu très important d’utiliser une deuxième technique puisque la première a montré 
quelques limites, notamment pour les protéines de la membrane interne possédant de 
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nombreux segments transmembranaires. Il est donc possible qu’un effet de ExsB sur la 
localisation de PscC ait été masqué. La seconde méthode de séparation utilisée repose sur la 
séparation des membranes interne et externe en fonction de leur densité, grâce à un gradient 
de saccharose (comme expliqué dans la partie Matériels et Méthodes). Les fractions de 
membrane interne et externe ont été identifiées par coloration au bleu de Coomassie pour 
visualiser les porines de la membrane externe et par activité NADH oxydase de la membrane 
interne. La suite de l’analyse a été effectuée par Western blot sur une seule fraction 
représentative de chaque membrane. 
 
Figure 63 : Séparation des membranes interne et externe par gradient de saccharose 
Séparation des membranes par gradient de saccharose pour les souches de P. aeruginosa sauvage 
(CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB), surexprimant l’activateur du SST3, 
ExsA (+exsA). Les fractions de membrane interne et externe (IM et OM respectivement) de chaque 
souche sont analysées par immunoblot. Les protéines XcpY et MexB sont des composants connus de 
la membrane interne tandis que OprI-F sont des porines de la membrane externe. Ces protéines 
sont utilisées comme contrôles. 
 
L’analyse des fractions issues du gradient de saccharose (Figure 63) montre que toutes 
les protéines contrôles : XcpY, MexB et OprI-F sont localisées dans les membranes interne et 
externe respectivement, comme attendu. Avec cette méthode, la protéine MexB est localisée 
dans la bonne fraction, elle semble donc plus appropriée que la technique précédente de 
séparation des membranes par les détergents. La protéine ExsB est clairement localisée dans 
la membrane externe des bactéries exprimant le gène correspondant. Par contre, les protéines 
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PscQ et PscN, qui devraient être retrouvées dans les fractions de membrane interne, sont 
détectées pour toutes les souches au niveau des deux membranes. Parfois même il semble y 
avoir une plus grande quantité de ces protéines dans la membrane externe que dans la 
membrane cytoplasmique. Il est intéressant de noter que le signal des protéines PscQ et PscN 
dans la membrane externe est toujours flou et étalé, ce qui traduit une mauvaise migration des 
protéines. Cela pourrait être dû à une surcharge en protéines dans le gel. Ces résultats 
aberrants indiquent que la technique de séparation des membranes par gradient de saccharose 
peut présenter des artefacts pour les protéines associées aux membranes mais ne possédant 
aucun segment transmembranaire. 
 
Enfin, les oligomères de sécrétine sont correctement détectés dans la membrane 
externe des souches de P. aeruginosa sauvage et complémentée. En l’absence de ExsB par 
contre, outre la diminution de quantité des oligomères de sécrétine, une modification de leur 
localisation est constatée. En effet, ils se trouvent dans les deux membranes, avec une nette 
majorité dans la membrane interne. Ces résultats sont très intéressants puisque le 
comportement de la sécrétine est différent en l’absence de ExsB. Ils suggèrent une implication 
de ExsB dans la localisation de PscC. La quantité des monomères de sécrétine est beaucoup 
plus faible que celle d’oligomères, rendant leur détection plus délicate. Cependant, ils 
présentent apparemment le même profil de localisation que les oligomères (résultats non 
montrés). La mauvaise localisation des monomères de sécrétine en l’absence de ExsB, 
observée lors de la séparation des membranes par les détergents, est donc confirmée. 
Bien que les deux techniques utilisées pour séparer les membranes interne et externe des 
bactéries soient imparfaites, tous les résultats convergent vers un rôle de la protéine ExsB 
dans l’assemblage et la localisation de la sécrétine dans la membrane externe.  
En considérant les résultats obtenus avec la méthode de séparation des membranes par des 
détergents, ce défaut d’assemblage dans le mutant exsB se répercute ensuite sur la mise en 
place de tous les composants du SST3. 
 
Afin de savoir si l’effet de la protéine ExsB sur la sécrétine PscC est direct ou indirect, 
des expériences ont été réalisées pour déterminer si ces deux protéines co-localisent et si elles 
interagissent. 
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4) Recherche de colocalisation entre la protéine ExsB et la sécrétine PscC 
Après avoir étudié précédemment la localisation générale des protéines ExsB et PscC, 
toutes deux situées dans la membrane externe, l’objectif était de savoir si les deux protéines 
co-localisent, c'est-à-dire si elles s’assemblent en un même endroit de la membrane externe. 
La méthode utilisée pour répondre à cet objectif a été de marquer spécifiquement chaque 
protéine par fluorescence. Ensuite, une observation microscopique devrait permettre de 
déterminer si les spots fluorescents correspondant à chacune des protéines se superposent.  
La première technique utilisée a été l’immunomarquage. Après fixation des bactéries 
à une lame, les protéines ExsB et PscC sont reconnues par leurs anticorps spécifiques et un 
anticorps secondaire couplé à un fluorochrome permet leur marquage fluorescent. Les 
premiers résultats ont été peu satisfaisants. Peu de bactéries étaient fixées à la lame, une faible 
proportion de bactéries était marquée, il y avait beaucoup de bruit de fond, et un signal non 
spécifique puisque les bactéries délétées de exsB présentaient aussi un signal fluorescent. 
C’est pourquoi de nombreuses tentatives d’optimisation ont été effectuées. Les conditions de 
fixation et de perméabilisation ont été améliorées, en modifiant les supports de fixation, les 
solvants utilisés, les concentrations et les temps d’incubation. Ces nouvelles conditions 
expérimentales ont permis d’observer un plus grand nombre de bactéries marquées, mais le 
résultat est resté décevant avec un marquage non spécifique des bactéries exsB.  
 
Nous avons pu constater que les conditions optimales de fixation et de 
perméabilisation sont très différentes selon les souches de P. aeruginosa utilisées. La souche 
CHA, utilisée pour l’étude des protéines PscN et ExsB du SST3, se fixe et se perméabilise 
beaucoup plus difficilement que la souche PAO1. Ceci peut être dû à la production 
conséquente d’alginates extracellulaires par la souche CHA, qui constitueraient une matrice 
protectrice autour de la bactérie. Des essais ont aussi été réalisés pour améliorer la spécificité 
du signal en épuisant au préalable les anticorps primaires dirigés contre ExsB par différents 
moyens. Les anticorps ont par exemple été épuisés sur une membrane de nitrocellulose sur 
laquelle avait été transféré un extrait de bactéries mutantes exsB, ou bien par incubation avec 
une poudre acétonique de ces mêmes bactéries. L’épuisement des anticorps n’a pas été 
suffisant pour permettre d’éliminer le signal non spécifique. C’est pourquoi les anticorps 
dirigés contre ExsB ont été purifiés à l’aide de la protéine recombinante MBP-ExsB. Malgré 
l’utilisation de ces anticorps dirigés contre ExsB purifiés, les résultats obtenus n’ont pas été 
satisfaisants, puisqu’un signal est observé y compris en l’absence de ExsB dans les bactéries 
(Figure 64). 
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CHA    exsB    exsB/exsB 
 
Figure 64 : Clichés de microscopie à fluorescence verte (x100) des différentes souches de P. 
aeruginosa  
La fluorescence verte observée correspond au signal obtenu lors du marquage des bactéries 
sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB) avec l’anticorps dirigé 
contre ExsB purifié par affinité. 
 
Une seconde méthode a été utilisée pour le marquage fluorescent de ExsB et de PscC. 
Ces deux protéines ont été fusionnées avec des étiquettes fluorescentes rouge (mCherry) et 
verte (sfGFP). Malheureusement, ces protéines chimériques n’ont pu être exprimées 
correctement par P. aeruginosa dans des conditions permettant l’étude de leur colocalisation. 
La protéine ExsB-mCherry est correctement exprimée à partir du plasmide pJN105 par 
induction à 0,2% d’arabinose puisque les observations par microscopie à épifluorescence ont 
montré un marquage rouge périphérique des bactéries. Cependant, l’induction de l’expression 
de ExsB ne peut être finement contrôlée du fait d’une fuite du promoteur, qui conduit à une 
synthèse de la protéine même en l’absence d’arabinose. De plus, comme expliqué dans la 
partie II-A.3) du chapitre Résultats et discussion, l’expression plasmidique de ExsB conduit à 
une trop forte surexpression de la protéine. C’est pourquoi nous avons décidé de transferrer le 
gène codant pour la protéine chimérique dans le chromosome de P. aeruginosa. 
Malheureusement, cette nouvelle construction n’est pas fonctionnelle, probablement à cause 
de l’apparition d’une structure secondaire au niveau du RBS, détectée lors du séquençage et 
qui empêche certainement la liaison du ribosome à l’ADN. De plus, le produit du gène pscC-
sfGFP, cloné dans le plasmide pJN105, n’a pu être visualisé par fluorescence. Un contrôle de 
l’expression de la protéine de fusion PscC sfGFP par la souche de P. aeruginosa délétée de 
pscC a permis de confirmer l’absence d’expression (résultats non montrés). Ce défaut peut 
être dû à l’apparition d’une structure secondaire à la fin de la séquence d’ADN codante, 
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comme indiqué lors du séquençage, ou bien à une trop grande instabilité de la protéine de 
fusion.  
Malgré les différentes stratégies mises en œuvre, nous n’avons pas pu vérifier que les 
protéines ExsB et PscC co-localisent sur le lieu d’assemblage du SST3 
 
5) Recherche d’interaction entre ExsB et la sécrétine PscC 
L’effet de ExsB sur la sécrétine pourrait être direct, via une interaction entre ces deux 
protéines, ou bien indirect en impliquant d’autres partenaires, comme par exemple des 
protéines composant la base du SST3. C’est pourquoi plusieurs méthodologies ont été 
développées afin d’étudier les partenaires de ExsB. 
 
La méthode de l’overlay ou Far Western blot a été employée pour essayer de détecter une 
interaction entre ExsB et la sécrétine PscC. Dans une première expérience, des lysats de P. 
aeruginosa sauvage ou délétée de pscC sont incubés avec une membrane sur laquelle a été 
transférée la protéine ExsB avec des étiquettes protéiques hexa-histidine et MBP purifiée à 
partir de E. coli. Les protéines sont alors révélées avec l’anticorps anti PscC (Figure 65).  
 
 
Figure 65 : Overlay de lysats bactériens sur des membranes portant la protéine ExsB purifiée. 
Les membranes portant la protéine ExsB purifiée ont été incubées avec les lysats bactériens de la 
souche de P. aeruginosa sauvage (CHA) ou délétée de pscC (pscC) préparés dans du détergent. 
Les contrôles négatifs et positifs (- et +) sont les membranes portant ExsB directement révélées avec 
les anticorps dirigés contre PscC et ExsB. 
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Les résultats montrent que l’anticorps dirigé contre PscC reconnait des protéines dans l’extrait 
de ExsB (Figure 65). Cela peut s’expliquer par le fait que quelques protéines contaminantes, 
bien que très minoritaires, sont présentes dans la fraction purifiée de ExsB et ont été 
reconnues par l’anticorps. Cependant, aucune interaction entre ExsB et PscC n’est détectée 
puisqu’aucun signal à la hauteur de la protéine ExsB n’est révélé lorsque la membrane est 
incubée avec les lysats bactériens. Il est possible que la protéine PscC présente dans les 
extraits bactériens n’ait pas été correctement solubilisée, malgré la présence de détergent. 
C’est pourquoi cette expérience d’overlay a aussi été réalisée en sens inverse, c'est-à-dire avec 
une membrane sur laquelle ont été transférés des lysats de P. aeruginosa sauvage ou délétée 
de pscC qui a été incubée avec l’extrait de protéine ExsB. La révélation des protéines est 
effectuée par Western blot avec l’anticorps anti-ExsB (Figure 66). 
 
Figure 66 : Overlay de la protéine ExsB purifiée sur des membranes portant des lysats 
bactériens de la souche de P. aeruginosa sauvage (CHA) ou délétée de pscC (pscC).  
 
Encore une fois, aucune interaction n’est détectée entre les deux protéines. Une perspective 
envisagée serait de réaliser un overlay avec les deux protéines purifiées, car la protéine PscC 
est en cours de purification à l’IBS. 
 
Le « pull down » est une méthode présentant l’avantage de s’intéresser aux 
interactions qui se produisent naturellement dans la bactérie, contrairement à la technique de 
l’overlay décrite précédemment qui repose sur l’interaction des protéines in vitro. La protéine 
ExsB, fusionnée à une étiquette Strep, appelée ExsB Strep est exprimée par un plasmide dans 
P. aeruginosa. Les membranes solubilisées à partir de l’extrait bactérien correspondant sont 
appliquées à une colonne d’affinité.  
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D’après une analyse par Western blot, la protéine ExsB Strep est bien présente dans 
les fractions d’élution (résultats non montrés). Par contre, l’interaction entre ExsB et PscC n’a 
pas été détectée puisque la protéine PscC n’a pas été révélée dans les fractions d’élution. 
L’utilisation d’un plasmide pour la biosynthèse de ExsB Strep conduit à une très forte 
expression de cette protéine de fusion, et il est possible que les interactions détectées dans ces 
conditions soient différentes de celles qui ont lieu dans des conditions physiologiques. Par 
exemple, une petite proportion de ExsB Strep interagit peut être avec ses partenaires naturels, 
mais toute la protéine exprimée en excès n’a peut être plus d’interactant ou bien des 
interactants non spécifiques.  
 
Finalement, des essais d’immunoprécipitation ont été réalisés pour capturer les 
protéines interagissant avec ExsB directement dans la bactérie. Pour cela, les anticorps 
purifiés dirigés contre ExsB ont été fixés par pontage covalent à des billes magnétiques, puis 
les extraits bactériens ont été incubés directement avec ces billes. Après lavage, les protéines 
liées aux anticorps sont éluées par une diminution du pH puis analysées par Western blot. Les 
protéines qui devraient être détectées sont la protéine ExsB, liée avec une forte affinité à ses 
anticorps spécifiques, mais aussi les protéines qui interagissent avec ExsB. 
 
 
Figure 67 : Immunoprécipitation de la protéine ExsB à partir d’extraits bactériens des souches 
de P. aeruginosa sauvage (CHA), délétée de exsB (exsB) et complémentée (exsB/exsB). 
La fraction non fixée aux anticorps dirigés contre ExsB, la fraction de lavage ainsi que les fractions 
d’élution ont été analysées par immunoblot. Les fractions d’élution correspondent aux protéines qui 
étaient liées fortement aux anticorps et qui sont décrochées lors de l’élution 1 à température 
ambiante ou bien lors de l’élution 2 à 70°C. 
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La protéine ExsB est bien retrouvée dans la fraction d’élution (Figure 67). Par contre, ni le 
partenaire potentiel de ExsB, la sécrétine PscC, ni la protéine PscQ, composant du SST3, ne 
sont retrouvées dans la fraction d’élution. Pour tester la présence d’autres protéines dans la 
fraction d’élution, une coloration à l’argent a été réalisée, mais aucun partenaire protéique n’a 
pu être mis en évidence. En effet, aucune bande différente n’a été observée entre les fractions 
d’élution des différentes bactéries (résultats non montrés). L’immunoprécipitation par les 
anticorps dirigés contre ExsB n’a donc pas permis d’identifier de partenaire pour ExsB. Il est 
possible que cette technique nécessite de nombreuses mises au point supplémentaires, en 
particulier pour le type et la concentration de détergent utilisé. En effet, l’utilisation d’un 
détergent est indispensable pour solubiliser les protéines membranaires. Cependant, la 
présence d’un détergent trop fort ou en trop forte concentration peut conduire à la destruction 
des interactions entre protéines. De plus, d’après la bibliographie, l’interaction entre la 
pilotine et la sécrétine du SST3 chez Shigella flexneri et chez Salmonella typhimurium n’a pu 
être visualisée par immunoprécipitation que lorsqu’un crosslinker était utilisé. 
 
La manipulation a donc été refaite en utilisant un crosslinker. Malheureusement, les résultats 
obtenus étaient tout à fait similaires (résultats non montrés). Toutes les fractions d’élution ont 
été analysées par spectrométrie de masse par Yohann Coute de la plateforme Edyp du 
laboratoire Biologie à Grande Echelle du CEA de Grenoble. Plusieurs protéines 
contaminantes, telles que des chaperonnes cytoplasmiques, sont détectées spécifiquement 
dans les fractions d’élution de la souche sauvage et de la souche complémentée. Sont 
également détectées certaines protéines du SST3, notamment PopB. Malheureusement, aucun 
composant du corps basal de cette machinerie n’est détecté. Ces résultats n’excluent pas la 
possibilité d’une interaction entre ExsB et la sécrétine PscC. En effet, l’absence de 
composants du corps basal du SST3 pourrait être due à une solubilisation insuffisante des 
protéines membranaires, bien que des porines soient détectées. Une autre possibilité pourrait 
être que l’interaction entre ExsB et la sécrétine PscC pourrait être trop transitoire pour être 
visualisée. Cette argument est appuyé par l’absence de partenaires protéiques de la voie Lol, 
pourtant impliqués dans la prise en charge des lipoprotéines telles que ExsB pour leur 
association à la membrane externe. L’immunoprécipitation a été réalisée une nouvelle fois à 
une plus grande échelle afin d’augmenter le ratio signal spécifique / bruit de fond, sur les 
lysats bactériens totaux ainsi que sur les membranes solubilisées. Les fractions d’élution sont 
actuellement en cours d’analyse par spectrométrie de masse. 
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En conclusion, aucune des techniques utilisées n’a permis d’identifier des interactions entre 
ExsB et la protéine PscC. Il est possible que ces deux protéines n’interagissent pas 
directement mais via un partenaire. Une autre hypothèse est que l’interaction entre ces 
protéines est transitoire et ne peut être détectée. Par exemple, ExsB pourrait interagir avec la 
sécrétine au niveau du périplasme, pour la conduire jusqu’à la membrane externe et participer 
à son assemblage. Une fois les oligomères de PscC correctement assemblés, ExsB n’interagit 
peut être plus avec cette protéine. De plus, la détection d’une interaction entre ExsB et PscC 
est d’autant plus complexe que la quantité de protéine ExsB produite est faible. Enfin, il est 
possible que seule une partie des populations de ExsB et PscC interagissent. 
 
6) Evaluation des quantités relatives de ExsB et de PscC 
L’évaluation des quantités relatives de ExsB et de PscC exprimées par P. aeruginosa 
permet de donner une idée des ratios molaires dans lesquelles ces deux protéines pourraient 
interagir. La quantité de ExsB présente dans des extraits bactériens de la souche sauvage de P. 
aeruginosa a été comparée par Western blot avec des quantités connues de la protéine ExsB 
pure. De même, la manipulation a été effectuée pour quantifier la sécrétine PscC.  
 
Figure 68 : Quantification des protéines ExsB et PscC exprimées dans P. aeruginosa sauvage.  
a) Analyse par Western blot de la quantité de ExsB produite par la souche sauvage CHA de P. 
aeruginosa par comparaison avec des quantités connues de la protéine purifiée.  
b) Analyse par Western blot de la quantité de PscC produite par la souche sauvage CHA de P. 
aeruginosa par comparaison avec des quantités connues de la protéine purifiée. L’échantillon de 
sécrétine PscC purifiée a été donné par Tommaso Tosi et Viviana Job de l’Institut de Biologie 
Structurale de Grenoble. 
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Ainsi, environ 175 fmol de protéine ExsB sont produites dans 100µL de bactéries à DO600nm 
1, ce qui correspond à 1750 protéines ExsB produites par chaque bactérie (Figure 68).  
 
L’évaluation de la quantité de protéine PscC a été plus délicate car la protéine pure est 
principalement visualisée sous forme de monomère alors qu’au contraire la sécrétine des 
extraits bactériens est principalement présente sous forme d’oligomère.  
 
La quantité de sécrétine peut néammoins être grossièrement estimée à 1,3 pmol dans 100µL 
de bactéries à DO600nm 1. Il y aurait donc environ 13 600 protéines PscC par bactérie, même si 
ce chiffre reste incertain (Figure 68). Les bactéries exprimeraient plus de sécrétine PscC que 
de protéine ExsB (ratio 7,7 / 1). 
 
 
H. Comportement de ExsB en l’absence de la sécrétine PscC 
 
Les études précédentes ont permis de montrer un rôle de ExsB sur l’assemblage de la 
protéine PscC au niveau de la membrane externe de P. aeuginosa. Nous nous sommes aussi 
interrogés sur l’expression et la localisation de ExsB en l’absence de PscC.  
 
Il est possible que la protéine ExsB soit rapidement dégradée lorsque la protéine PscC 
n’est pas exprimée, ou bien qu’elle ne se dirige pas dans la membrane externe tant qu’elle 
n’interagit pas (de façon directe ou indirecte) avec PscC. 
 
L’expression de ExsB dans la souche de P. aeruginosa délétée de pscC a été vérifiée par 
Western blot. Puis, la localisation de ExsB dans les membranes interne ou externe de cette 
souche bactérienne a été étudiée en comparaison avec la souche sauvage (Figure 69). 
Les résultats obtenus après séparation des membranes par gradient de saccharose montrent 
que la protéine ExsB est toujours correctement exprimée et localisée dans la membrane 
externe, y compris en l’absence de PscC (Figure 69). La protéine ExsB ne nécessite donc pas 
la sécrétine PscC pour être correctement exprimée et localisée alors que la sécrétine PscC a 
besoin de ExsB pour son assemblage. 
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Figure 69 : Etude de la localisation de ExsB en l’absence de la sécrétine PscC. 
Les membranes interne et externe des souches de P. aeruginosa sauvage (CHA), dépourvue de pscC 
(pscC) et complémentée (pscC/pscC) ont été séparées par gradient de saccharose. Les fractions 
obtenues ont été analysées par coloration au bleu de Coomassie pour visualiser les porines de la 
membrane externe, mais aussi par Western blot dirigés contre la protéine de la membrane interne 
XcpY, la protéine PscQ du SST3 et la protéine ExsB. Le dosage de l’activité NADH oxydase a 
permis d’identifier les fractions contenant la membrane interne. 
 
 
I. Conclusions et perspectives 
 
En conclusion, après avoir résolu la structure de la protéine ExsB, nous avons montré 
qu’elle est bien exprimée chez P. aeruginosa et qu’elle est localisée dans la membrane 
externe de la bactérie, tout comme la sécrétine PscC du SST3.  
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Deux hypothèses avaient été émises quant au rôle de ExsB dans le SST3. La première 
était que ExsB pourrait être impliquée dans la régulation du SST3, étant donné que son gène 
est localisé dans l’opéron de régulation de ce système. La seconde hypothèse était que ExsB 
pourrait être une pilotine, comme son homologue chez Yersinia spp., c'est-à-dire participer à 
l’assemblage du composant de la membrane externe du SST3.  
 
Afin de comprendre le rôle de ExsB, une souche délétée du gène codant pour cette 
protéine a été construite et son phénotype a été analysé.  
La délétion de exsB est une mutation polaire, qui conduit vraisemblablement à une 
amélioration de la stabilité de l’ARN messager de tout l’opéron de régulation. Des 
expériences permettant de mesurer le niveau d’activation transcriptionnelle du système ont 
prouvé que la protéine ExsB n’a pas de rôle dans l’activation de l’expression de toxines du 
SST3.  
Cette protéine pourrait par contre avoir un rôle dans l’activité du SST3 et donc dans la 
virulence du bacille pyocyanique. La survie de souris infectées par inhalation de P. 
aeruginosa est améliorée en l’absence de ExsB, ce qui confirme l’implication de cette 
protéine dans la virulence lors d’infections aiguës. Le SST3 étant un important facteur de 
virulence activé dans ce type d’infection, ces résultats indiquent donc que la protéine ExsB est 
probablement impliquée dans l’activité de ce système.  
 
Les tests de cytotoxicité réalisés pour vérifier cette hypothèse sur différents types de 
cellules montrent une diminution de la cytotoxicité dépendant du SST3 en l’absence de ExsB. 
Cette diminution est due à une diminution de la quantité de toxines injectées dans le 
cytoplasme des cellules eucaryotes cibles, elle-même provoquée par une diminution de la 
sécrétion des protéines du SST3. Par ailleurs, il a été vérifié que l’injection dans les cellules 
hôtes est polarisée et que les protéines du système sont correctement exprimées en l’absence 
de ExsB.  
 
Tous ces résultats ont bien démontré l’importance de la protéine ExsB dans l’activité 
du SST3 et suggèrent que ExsB participerait à l’assemblage du SST3 et pourrait être une 
pilotine, d’autant plus que le phénotype observé en l’absence de ExsB est tout à fait similaire 
à celui de souches de Yersinia spp délétées de la pilotine du SST3. En effet, les bactéries 
Yersinia spp. délétées de leur pilotine présentent une diminution de la sécrétion de la plupart 
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des protéines du SST3 et conduisent à une réduction de l’apoptose de macrophages lors 
d’infections réalisées in vitro et in vivo sur des souris (Bi et al. 2009 ; Allaoui et al. 1995).  
 
Afin de vérifier que ExsB participe à l’assemblage du SST3 de P. aeruginosa, les 
aiguilles de ce système assemblées par les bactéries ont été visualisées par microscopie 
électronique. Cela a effectivement permis de mettre en évidence une diminution du nombre 
d’aiguilles en l’absence de ExsB. Un mauvais assemblage de la sécrétine PscC pourrait être à 
l’origine de la diminution du nombre d’aiguilles du SST3 constaté en l’absence de exsB, 
d’autant plus que la sécrétine est l’un des premiers composants du système à être mis en place 
(Diepold et al. 2010). En effet, les aiguilles ne peuvent être assemblées que lorsque des 
composants de la base du SST3 sont placés au niveau des deux membranes bactériennes, et en 
particulier lorsque la sécrétine PscC est insérée sous forme d’oligomère dans la membrane 
externe.  
La protéine ExsB, elle aussi associée à la membrane externe de la bactérie, pourrait 
donc être une pilotine pour la sécrétine PscC, c'est-à-dire aider à sa stabilisation, 
oligomérisation et/ou localisation. La délétion du gène codant pour ExsB conduit à une forte 
diminution de la quantité d’oligomères de sécrétine sans augmentation de la quantité de 
monomères. Par contre, elle n’augmente pas la susceptibilité à la dégradation de la sécrétine 
sous forme oligomérique.  
 
Le rôle exact de ExsB sur la localisation de PscC ne peut être affirmé, car les deux 
méthodologies utilisées, pourtant décrites comme les plus fiables (Hobb et al. 2009) ont des 
limites. La première méthodologie, la séparation des membranes par solubilisation 
différentielle à l’aide de détergents, conduit à des difficultés de solubilisation des protéines de 
la membrane interne possédant de nombreux segments transmembranaires. En conséquence, 
ces protéines fortement insérées dans la membrane interne sont extraites dans la fraction de 
membrane externe au lieu de la fraction de membrane interne. La seconde méthodologie, la 
séparation des membranes en fonction de leur densité par gradient de saccharose, est fiable 
pour la localisation des protéines insérées dans les membranes mais pas pour les protéines 
associées aux membranes via des interactions protéiques. Les deux méthodologies indiquent 
une mauvaise localisation soit des monomères soit des oligomères de sécrétine dans la 
membrane interne au lieu de la membrane externe dans le mutant exsB.  
Néanmoins, ces résultats confirment l’effet de la protéine ExsB sur l’assemblage de la 
sécrétine. Le rôle de la protéine ExsB sur la sécrétine PscC est particulièrement proche de 
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celui de la pilotine YscW de Yersinia spp. sur sa sécrétine YscC. En effet, une souche délétée 
de yscW présente des défauts dans l’assemblage de la sécrétine très similaires à ceux observés 
chez P. aeruginosa délétée de exsB, comme présenté dans le tableau ci-dessous (Tableau 13). 
Par contre, ces défauts sont différents lorsque les pilotines des SST3 de Shigella flexneri et de 
Salmonella typhimurium ne sont pas exprimées. La protéine ExsB pourrait donc appartenir à 
la même famille de pilotine que YscW de Yersinia spp. Cela est d’autant plus probable que 
ces deux protéines présentent des similarités de séquences. 
 
Espèce bactérienne 
Diminution de la 
quantité d'oligomères 
de sécrétine 
Mauvaise localisation de 
la sécrétine dans la 
membrane interne 
Références 
Salmonella typhimurium non oui Daefler S. et Russel M., 1998 
Shigella flexneri oui non Schuch R. et Maurelli AT., 2001 
Yersinia spp oui oui* Burghout P. et al., 2004 
Pseudomonas aeruginosa oui oui* Ce travail 
Tableau 13 : Rôle des pilotines de SST3 bactériens sur leur sécrétine. *en gradient sucrose 
 
Finalement, la protéine ExsB est bien une pilotine pour la sécrétine PscC. Bien que 
les pilotines aient des structures très différentes, comme illustré par la figure suivante (Figure 
70), elles aident toutes les sécrétines, protéines de la membrane externe, à être correctement 
assemblées pour former les différents appareils de sécrétion.  
Pourtant, les sécrétines sont des protéines très conservées, qui forment des oligomères 
très stables de 12 à 14 sous unités. Les différences structurelles des pilotines suggèrent donc 
qu’elles interagissent avec un domaine peu conservé des sécrétines. 
 
Figure 70 : Structures de différentes pilotines : MxiM, du SST3 de Shigella flexneri ; ExsB, du 
SST3 de Pseudomonas aeruginosa ; PilW du pili de type IV de Neisseria meningitidis et OutS du 
SST2 de Dickeya dadanti. (Izoré et al, 2011) 
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Finalement, un modèle d’action de ExsB pourrait être que cette protéine, probablement 
avec l’aide d’autre(s) protéine(s), participe à l’oligomérisation de la sécrétine dans la 
membrane externe. Par contre, en l’absence de ExsB, seulement une petite quantité de 
sécrétine est correctement assemblée dans la membrane externe tandis que des monomères ou 
oligomères de sécrétines restent dans la membrane interne. La sécrétine, une fois 
correctement assemblée, serait protégée de la dégradation (Figure 71). Le fait qu’une partie de 
la sécrétine soit correctement assemblée même en l’absence de ExsB laisse penser qu’un 
mécanisme autre que le pilotage par ExsB est impliqué dans l’assemblage de PscC. 
 
Figure 71 : Schéma du rôle probable de ExsB dans l’assemblage de la sécrétine. 
 
Plusieurs études suggèrent l’implication de la voie Lol et non pas de la voie Bam dans 
l’assemblage des sécrétines de SST3. Le système Lol prend en charge la localisation des 
lipoprotéines tandis que le système Bam permet l’insertion des autres protéines dans les  
membranes. Chez Shigella flexneri,  la pilotine, interagissant avec la sécrétine, serait prise en 
charge par la protéine LolA pour être emmenée jusqu’à la membrane externe. L’assemblage 
de la sécrétine dans la membrane externe reposerait donc sur le complexe LolA-pilotine-
sécrétine (Derrick 2008). Ce modèle est d’autant plus probable chez P. aeruginosa que la 
quantité de sécrétine PscC est quasiment nulle en l’absence de la voie Lol (Hoang et al. 2011). 
Il pourrait donc être intéressant de vérifier la localisation de la pilotine ExsB dans des souches 
de P. aeruginosa délétées de la voie Lol ou de la voie Bam. Dans ce but, les plasmides 
permettant la construction de ces souches bactériennes ont été donnés par S. Lory et V. Lee. 
 
La présence de quelques oligomères de sécrétine PscC dans la membrane externe en 
l’absence de ExsB peut s’expliquer de plusieurs manières. Tout d’abord, il serait possible que 
la sécrétine soit capable de s’acheminer puis de s’insérer toute seule dans la membrane mais 
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avec une très faible efficacité étant donné qu’elle n’a pas sa protéine pilote ExsB pour la 
guider et l’assister. Cependant, des études de la capacité de PscC à former des pores dans des 
liposomes semblent montrer que PscC serait incapable de s’insérer seule dans la membrane 
(Hoang et al. 2011). Une autre hypothèse serait qu’une autre protéine pourrait participer dans 
une moindre mesure à l’assemblage de la sécrétine PscC. Il pourrait s’agir de la lipoprotéine 
de la membrane interne, PscJ. En effet, il a déjà été montré chez Shigella flexneri que 
l’homologue à PscJ est impliqué dans la stabilisation de la sécrétine dans la membrane 
externe (Schuch et al. 2001). Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait étudier le phénotype 
d’une souche de P. aeruginosa délétée de pscJ et plus particulièrement la capacité 
d’assemblage de la sécrétine PscC. De plus, un double mutant exsB-pscJ pourrait être 
construit. Si une partie de la sécrétine PscC était toujours exprimée et localisée dans la 
membrane externe de ce double mutant, cela signifierait qu’il existe une autre protéine 
impliquée dans l’assemblage de PscC.  
 
Afin de déterminer si l’effet de ExsB sur la sécrétine PscC est direct ou indirect, 
l’interaction et la co-localisation de ces deux protéines ont été recherchés. Malheureusement, 
les diverses méthodologies mises en œuvre, c'est-à-dire l’immunofluorescence, l’overlay, la 
co-purification via une étiquette Strep et l’immunoprécipitation, n’ont pas permis de mettre en 
évidence le lien entre ces protéines, probablement en raison de limitations techniques ou de 
quantités trop faibles de protéines. D’après la littérature, toutes ces techniques ont été 
classiquement utilisées pour détecter les interactions pilotine-sécrétine. Par exemple, l’overlay 
a permis de montrer l’interaction entre la pilotine et la sécrétine du SST2 de D. dadanti 
(Shevchik et al. 1998). De même, la pilotine de K. oxytoca a co-purifié avec sa sécrétine lors 
de l’expression des protéines du SST2 dans E. coli (Nouwen et al. 1999). Cependant, la 
recherche des interactions entre la pilotine et la sécrétine dans le cas du SST3 apparait plus 
complexe. Ainsi, chez Shigella flexneri comme chez Salmonella enterica, l’utilisation d’un 
cross linker lors de l’immunoprécipitation est indispensable pour détecter le complexe 
pilotine-sécrétine (Daefler et al. 1998 ; Lario et al. 2005 ; Okon et al. 2008 ; Derrick 2008). 
Chez Yersinia enterocolitica, l’interaction entre la pilotine YscW et la sécrétine YscC n’a pas 
pu être montrée. Par contre, l’effet de YscW sur YscC a été observé dans des souches 
n’exprimant aucune autre protéine du SST3, ce qui suggère une interaction entre ces deux 
protéines (Burghout et al. 2004). De plus, la protéine YscW ne co-purifie pas avec la sécrétine 
YscC, contrairement à la pilotine de K. oxytoca (Burghout et al. 2004). Cette difficulté à 
détecter les interactions entre les pilotines et les sécrétines des SST3 est peut-être due au fait 
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que ces interactions sont transitoires. En effet, il est possible que les protéines interagissent 
seulement dans le périplasme, pendant que la pilotine conduit la sécrétine jusqu’à la 
membrane externe.  
 
D’autre méthodologies pourraient être mises en œuvre pour tenter de détecter 
l’interaction entre ces deux protéines in vitro, comme par exemple un overlay des protéines 
ExsB et PscC purifiées puisqu’une technique de purification de la sécrétine vient d’être mise 
au point à l’IBS. Une autre possibilité serait d’utiliser un système bactérien double hybride 
basé sur une librairie de fragments d’ADN génomique de P. aeruginosa. Cette technique, 
décrite récemment par L. Houot et al (2012), repose sur la reconstitution de l’adenylate 
cyclase, qui conduit à la  formation d’AMP cyclique, lors de l’interaction entre deux 
partenaires. Elle présente l’avantage de pouvoir détecter des interactions inconnues, mais n’a 
jamais été utilisée à notre connaissance pour des protéines de la membrane externe (Houot et 
al. 2012). 
 
Une approche envisagée in vivo serait de construire une protéine ExsB périplasmique 
(dépourvue du domaine Nterminal permettant son ancrage à la membrane externe, ou bien 
possédant une mutation de la cystéine de la lipobox permettant sa lipidation) afin de faciliter 
l’interaction entre ExsB et PscC dans le cas où cette interaction se ferait de façon transitoire 
dans le périplasme. De plus, cette protéine périplasmique permettrait d’évaluer si les effets de 
ExsB sur la sécrétine (quantité des oligomères et localisation des monomères ou oligomères) 
peuvent être dissociés. Par exemple, il a été démontré chez  D. dadanti et K. oxytoca que 
l’association de la pilotine à la membrane externe était indispensable pour une bonne 
localisation de la sécrétine mais pas pour augmenter la quantité d’oligomères de sécrétine, 
tandis que chez Y. enterocolitica cette association est importante pour les deux activités de la 
pilotine (Shevchik et al. 1998 ; Hardie et al. 1996 ; Burghout et al. 2004). 
 
Le rôle du domaine C terminal de la sécrétine PscC pourrait également être étudié afin 
de comprendre s’il est impliqué dans l’interaction et/ou la dépendance de la pilotine 
ExsB. Pour cela, les effets de ExsB sur la sécrétine ou l’assemblage du SST3 pourraient être 
suivis dans une souche exprimant la PscC tronquée de ce domaine, PscCCter. Chez les 
couples pilotine-sécrétines des différentes bactéries, le domaine C terminal de la sécrétine 
interagit souvent avec la pilotine, comme chez les SST2 de D. dadanti et K. oxytoca ou chez 
le SST3 de Shigella flexneri (Gu et al. 2012 ; Daefler et al. 1997 ; Lario et al. 2005 ; Okon et 
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al. 2008). Ce domaine n’est par contre pas impliqué dans l’interaction pilotine-sécrétine chez 
le SST3 de Y. enterocolitica (Burghout et al. 2004).  Enfin, chez le SST2 de K oxytoca et le 
SST3 de Y. enterocolitica, le domaine C terminal de la sécrétine rend cette protéine 
dépendante de sa pilotine pour sa localisation dans la membrane externe (Daefler et al. 1997 ; 
Burghout et al. 2004). 
 
Une autre perspective serait de réaliser des mutations au niveau des acides aminés 
identifiés sur la structure comme potentiellement importants pour l’activité de ExsB. 
L’analyse phénotypique des mutants grâce aux outils développés au cours de cette étude 
permettrait de confirmer l’importance de ces acides aminés. 
 
Il pourrait également être intéressant d’étudier l’action de ExsB sur d’autres sécrétines 
ou bien d’étudier le rôle d’autres pilotines sur la sécrétine PscC. Il serait judicieux pour cela 
d’utiliser des couples pilotine-sécrétine de la même famille que ExsB-PscC, tels que YscW-
YscC.  
 
Etant donné la très faible homologie structurale et de séquence de ExsB avec les autres 
pilotines, il est probable que les couples pilotine-sécrétine des autres familles n’aient aucun 
effet sur l’assemblage du SST3 de P. aeruginosa. Ces expériences permettraient de tester si 
les pilotines d’une même famille sont interchangeables, et donc de se rendre compte si elles 
partagent des caractéristiques clés communes. 
 
En conclusion, ce travail a permis d’identifier et de caractériser le rôle de pilotine de la 
protéine ExsB du SST3 de la bactérie pathogène opportuniste P. aeruginosa, et de montrer 
que cette protéine est une nouvelle pièce participant à l’assemblage du SST3. La protéine 
ExsB est en effet un acteur important de l’assemblage de la sécrétine, l’anneau de la 
membrane externe du système, même si d’autres mécanismes entrent en jeu et restent à 
découvrir. Tous ces résultats permettent une meilleure compréhension des mécanismes 
impliqués dans la mise en place de ce système, particulièrement lié à la virulence de la 
bactérie.  
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De nos jours, la nécessité de trouver des alternatives aux traitements antibiotiques pour 
lutter contre les micro-organismes pathogènes rend l’étude de leurs facteurs de virulence 
indispensable. Une meilleure compréhension des mécanismes de virulence est en effet la 
première étape dans l’identification de cibles thérapeutiques spécifiques.  L’un de ces facteurs 
de virulence, le Système de Sécrétion de Type III (SST3), est très conservé parmi de 
dangereux pathogènes bactériens. Chez le pathogène opportuniste Pseudomonas aeruginosa, 
cause d’infections nosocomiales et de mortalité des personnes atteintes de mucoviscidose, le 
SST3 est associé à de mauvais pronostics cliniques. Le blocage du SST3 pourrait donc être 
une perspective thérapeutique pour combattre P. aeruginosa. Pour cela, le fonctionnement du 
SST3 doit être bien compris. Dans ce cadre, l’objectif de la thèse était d’étudier deux 
protéines du SST3 de P. aeruginosa : l’ATPase PscN et la protéine ExsB. 
 
L’ATPase PscN du SST3 de P. aeruginosa a été étudiée pour la première fois. Les 
premières expériences ont permis de vérifier que son activité est indispensable au 
fonctionnement du système puisqu’en son absence, P. aeruginosa n’est pas cytotoxique 
envers les cellules eucaryotes.  
En se basant sur l’homologie avec d’autres ATPases de SST3 bactériens, des mutations ont 
été réalisées au niveau d’un acide aminé du site catalytique de PscN ou de l’acide aminé 
imbriqué dans le site actif de la sous-unité adjacente. Les souches exprimant l’ATPase PscN 
ainsi mutée ne sont pas cytotoxiques, et ces effets sont dominants-négatifs. Ces résultats 
confirment que PscN, comme ses homologues, s’assemble probablement en oligomère et que 
l’insertion de sous-unités d’ATPase inactives conduit à un complexe d’ATPase incapable 
d’accomplir ses fonctions dans le SST3. Ils permettent également de valider l’utilisation des 
souches exprimant PscN mutée en tant que contrôle négatif de l’activité ATPase. 
Dans le but d’étudier in vitro l’activité de PscN sur différents substrats du SST3, une méthode 
a été développée pour l’obtention de la protéine PscN partiellement purifiée et active. Le 
développement de cette méthode s’est révélé très délicat du fait de la faible quantité d’ATPase 
soluble exprimée par les bactéries. Dans les fractions partiellement purifiées, l’ATPase est 
présente sous forme d’un grand complexe de plus de 1000 kDa, qui pourrait correspondre à 
des particules de 17,5 nm de diamètre et 7 nm de hauteur visualisées en microscopie 
électronique. D’autres protéines du SST3 sont également présentes dans ces échantillons et 
pourraient constituer des partenaires de PscN. L’obtention des fractions d’ATPase PscN 
partiellement purifiée ouvre de nombreuses perspectives pour l’étude in vitro des rôles de 
PscN, notamment sur la dissociation de complexe chaperonnes-substrats du SST3 et le 
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dépliement de ces substrats. Pour aller plus loin, un criblage des molécules inhibitrices de 
l’ATPase PscN partiellement purifiée, et donc inhibitrices du SST3, pourrait être envisagé.  
 
Ce travail de thèse a également permis de caractériser la protéine ExsB, jusqu’alors 
jamais étudiée et dont l’expression chez P. aeruginosa était incertaine. Localisée dans la 
membrane externe de la bactérie, elle est impliquée in vivo dans la virulence de P. 
aeruginosa, comme l’a révélé un modèle d’infection pulmonaire aigüe de souris. L’analyse 
phénotypique d’une souche dépourvue de exsB et de sa complémentation dans le chromosome 
a permis d’étudier le rôle de cette protéine. Bien que exsB soit localisé dans l’opéron de 
régulation du SST3, aucun rôle de ExsB dans la régulation du système n’a été identifié. Par 
contre, les tests d’activation du SST3 et d’expression de l’activateur transcriptionnel ont 
montré que la délétion de exsB est une mutation polaire, qui conduit vraisemblablement à une 
stabilisation de l’ARN messager de l’opéron de régulation, et par suite à une suractivation du 
système. C’est pourquoi un plasmide permettant une surexpression constitutive du SST3 a été 
utilisé pour mieux comparer les phénotypes des différentes souches de P. aeruginosa. L’étude 
de l’activité du SST3 a dévoilé une diminution de la cytotoxicité envers différents types de 
cellules eucaryotes en l’absence de exsB. Cette diminution de cytotoxicité est provoquée par 
une baisse de la quantité d’effecteurs injectés dans le cytoplasme des cellules cibles. Cette 
baisse n’est pas due à un défaut de polarisation de l’injection, puisqu’il n’y a pas de fuite des 
effecteurs dans le milieu extracellulaire, mais à une diminution de la sécrétion des substrats du 
SST3 observée in vitro.  
 
Le rôle moléculaire de ExsB a ensuite été analysé. Des observations en microscopie 
électronique ont révélé une diminution de la quantité d’aiguilles du SST3 assemblées en 
l’absence de ExsB. Ce défaut d’assemblage du SST3 explique les résultats des tests 
d’expression et de sécrétion des substrats, puisqu’ils sont bien produits par les souches 
dépourvues de exsB mais ils sont peu sécrétés. Pour aller plus loin, des expériences de 
localisation membranaire ont montré que ExsB accomplit une fonction de pilotine pour la 
sécrétine PscC, le composant de la membrane externe du SST3. En effet, ExsB participe à 
l’assemblage de cette protéine dans la membrane externe de la bactérie. Cette étude a ainsi 
montré que la protéine ExsB est un acteur de l’assemblage de la sécrétine, même si d’autres 
mécanismes sont encore méconnus puisque même en l’absence de ExsB une petite proportion 
de sécrétine est toujours correctement assemblée. D’après les résultats obtenus, ExsB 
appartiendrait à la même famille de pilotine que son homologue chez Yersinia spp., famille 
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distincte de celle des pilotines de Salmonella spp. et Shigella flexneri. Il serait intéressant de 
tester l’interchangeabilité de ces pilotines. Malgré l’effet de ExsB sur l’assemblage de la 
sécrétine PscC, aucune interaction n’a pu être démontrée entre ces deux protéines par les 
diverses stratégies mises en œuvre. Une perspective serait de mettre en place d’autres 
méthodologies afin de comprendre si le rôle de ExsB sur la sécrétine est direct ou fait 
intervenir des intermédiaires. Il serait également intéressant de caractériser plus précisément 
la fonction du domaine N-terminal de ExsB, et donc de son association à la membrane 
externe, dans l’assemblage de la sécrétine. De même, la fonction du domaine C-terminal de la 
sécrétine PscC dans l’activité de ExsB pourrait être étudié. Enfin, une autre perspective 
consisterait à identifier les autres partenaires impliqués dans l’assemblage de la sécrétine, en 
particulier en étudiant le rôle d’une autre lipoprotéine, PscJ, dans l’assemblage de la sécrétine. 
 
En conclusion, cette étude de deux protéines du SST3 de P. aeruginosa, PscN et la 
protéine ExsB, a bien permis d’améliorer la compréhension du fonctionnement de ce système, 
et en particulier de son assemblage.Une bonne connaissance du fonctionnement du SST3 est 
très utile pour identifier des applications thérapeutiques, notamment pour cibler et bloquer 
spécifiquement ce système. L’inhibition de l’activité de l’ATPase, enzymatique et/ou envers 
les substrats du SST3 par des petites molécules, permettrait d’empêcher les bactéries de 
présenter un SST3 fonctionnel. De même, le blocage du SST3 à un stade précoce de son 
assemblage, lors de la mise en place du composant de la membrane externe de ce système, la 
sécrétine, pourrait être intéressant. L’intérêt thérapeutique est d’autant plus important que 
certaines molécules inhibitrices pourraient avoir un large spectre d’action sur plusieurs SST3  
du fait des homologies entre ces appareils de sécrétion, et en particulier sur de dangereux 
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Annexe 1 : Tableau des protéines détectées par spectrométrie 






ATP synthase in type III secretion system 48173 21,8 
Chaperone protein dnaK 68457 3,6 
Lon protease 88784 2,0 
PvdJ(2) 553142 0,1 
NAD-specific glutamate dehydrogenase (gdhB) 183052 0,5 
Methylcrotonyl-CoA carboxylase, alpha-subunit (Biotin-containing) 71574 1,8 
Biotin carboxylase (accC) 49193 3,2 
ATP synthase subunit beta (atpD) 49517 3,2 
Acyl-CoA carboxyltransferase beta chain (gnyB) 57877 2,0 
DNA-directed RNA polymerase subunit beta (rpoB) 151180 0,4 
60 kDa chaperonin (groL) 57082 2,8 
PvdI(2) (pvdI) 459785 0,1 
 Biotin carboxylase (accC) 49191 1,6 
DNA-directed RNA polymerase subunit beta' (rpoC) 154863 0,4 
GDP-mannose dehydrogenase (Fragment) (algD) 42482 1,9 
GDP-mannose 6-dehydrogenase AlgD 48317 1,5 
ATP synthase subunit alpha (atpA) 55503 1,2 
Serine protease MucD 50325 1,3 
Putative small heat shock protein (ibpA) 16573 3,0 
Ribonuclease E (RNase E)  119389 0,3 
Chaperone protein dnaJ  40715 1,3 
Ubiquinone/menaquinone biosynthesis methyltransferase ubiE 28285 2,6 
PvdI(2) OS=Pseudomonas aeruginosa 175008 0,2 
 ATP synthase subunit alpha (atpA) 55459 0,7 
PvdL 482414 0,1 
Cell division protein ftsA 44906 0,8 
Acetyl-CoA carboxylase, biotin carboxylase 49460 0,6 
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 75598 0,4 
Insulin-cleaving metalloproteinase outer membrane 47424 0,6 
Fructose-bisphosphate aldolase 38741 0,9 
Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA carboxylase (accB) 16492 1,4 
DNA polymerase III, alpha subunit (dnaE) 131446 0,2 
Cell division protein ftsZ 41288 0,6 
Exoenzyme S 48273 0,4 
DNA mismatch repair protein mutL 69927 0,3 
3-demethylubiquinone-9 3-methyltransferase (ubiG) 25987 1,1 
Succinate dehydrogenase (A subunit)  63972 0,4 
D-ala-D-ala-carboxypeptidase 42479 0,5 
Type III export protein PscL 23982 1,2 
50S ribosomal protein L5 20379 1,3 
Resistance-Nodulation-Cell Division (RND) multidrug efflux membrane fusion protein 42095 0,5 
Rod shape-determining protein MreB 37145 0,6 
Pyochelin synthetase (pchF) 198228 0,1 
(Dimethylallyl)adenosine tRNA methylthiotransferase miaB 50330 0,2 
Succinate dehydrogenase (B subunit) 26666 0,8 
Protein-export protein secB 18183 1,2 
Putative biotin carboxylase subunit of a transcarboxylase 52199 0,3 
Polyphosphate kinase (ppk) 78531 0,2 
L-ornithine N5-oxygenase 49986 0,4 
Dihydroaeruginoic acid synthetase 157480 0,1 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 26877 0,7 
Translocator protein PopB 39962 0,4 
Putative exported protein 22215 0,7 
Putative uncharacterized protein exsD 31680 0,5 
Elongation factor Tu 43630 0,3 
Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit A 48199 0,3 
30S ribosomal protein S5 17662 0,9 
Recombination-associated protein rdgC 34148 0,5 
Pyruvate dehydrogenase (Acetyl-transferring), homodimeric type 101094 0,1 
Putative uncharacterized protein 44805 0,2 
UPF0176 protein PACG_05401 35782 0,4 
30S ribosomal protein S8 14210 1,8 
NADH-quinone oxidoreductase 99802 0,1 
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha 36723 0,3 
Chaperone protein dnaK 68799 0,2 
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Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase 60419 0,2 
Chromosome partitioning protein 28783 0,5 
DNA helicase II 81550 0,1 
Type III secretory apparatus protein PcrD 77168 0,1 
NADH-quinone oxidoreductase subunit C/D 68471 0,2 
UDP-glucose/GDP-mannose dehydrogenase-like protein 46774 0,2 
ATP synthase subunit b (atpf) 16994 0,7 
ATP synthase epsilon chain (atpC) 14765 0,6 
Protein-export membrane protein secF 33021 0,2 
Putative cytochrome c1 29167 0,3 
Protein-export membrane protein secD 67632 0,1 
UvrABC system protein A 105048 0,1 
Putative uncharacterized protein 9527 1,7 
Cytochrome b 46138 0,1 
Probable cytosol aminopeptidase 52573 0,2 
PqsC 38550 0,2 
Putative ABC transporter, ATP-binding protein 61331 0,1 
Exoenzyme T 48485 0,2 
Regulatory protein PcrH 18615 0,6 
30S ribosomal protein 25822 0,4 
Probable malate:quinone oxidoreductase 1 57318 0,1 
Translation initiation factor IF-2  90683 0,1 
DNA mismatch repair protein mutL 68819 0,1 
Dihydrolipoamide dehydrogenase 50326 0,2 
Cysteine synthase 49346 0,2 
Probable malate:quinone oxidoreductase 2 55655 0,2 
Ubiquinone/menaquinone biosynthesis methyltransferase ubiE 28322 0,4 
Putative uncharacterized protein 47945 0,1 
Protease subunit HflC 33095 0,2 
30S ribosomal protein S1 61928 0,1 
Outer membrane porin F 37808 0,1 
Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 68696 0,1 
Phosphoenolpyruvate synthase 86271 0,1 
Transcriptional activator protein lasR 26793 0,3 
Putative uncharacterized protein 57148 0,1 
Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 62129 0,1 
ATP synthase gamma chain (atpG) 31677 0,2 
Exoenzyme S synthesis regulatory protein exsA 31957 0,2 
PqsB 30640 0,2 
Putative uncharacterized protein 35929 0,2 
Putative uncharacterized protein 69888 0,1 
Adenylate cyclase ExoY 45500 0,1 
Single-stranded DNA-binding protein 18546 0,4 
Malate--quinone oxidoreductase 62209 0,1 
Putative cytochrome c oxidase, cbb3-type, subunit II 22840 0,2 
Putative short-chain dehydrogenase 47273 0,1 
GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] 58197 0,1 
DNA-binding protein HU-beta 9081 1,1 
Putative chemotaxis signal transduction protein 34449 0,2 
Oxoglutarate dehydrogenase (Succinyl-transferring), E1 component 105708 0,0 
DNA gyrase subunit B 90294 0,1 
Cell division protein FtsH 70103 0,1 
Putative transcriptional regulator, RpiR family 31852 0,1 
Cysteine synthase B  32571 0,2 
50S ribosomal protein L19  13024 0,7 
50S ribosomal protein L19 13048 0,7 
Membrane-bound lysozyme inhibitor of C-type lysozyme  13831 0,4 
NADH-quinone oxidoreductase subunit N  51782 0,1 
Putative cytochrome c oxidase, cbb3-type, subunit III 34814 0,1 
Putative uncharacterized protein  80868 0,1 
ATP-dependent hsl protease ATP-binding subunit hslU  50099 0,1 
Transcription termination factor rho 47136 0,1 
GDP-mannose 6-dehydrogenase  47465 0,1 
Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit alpha  35069 0,1 
Elongation factor G 1  78023 0,1 
Putative uncharacterized protein  22835 0,2 
Putative GGDEF domain protein  74036 0,1 
RecA (Fragment)  34255 0,1 
Putative NADH dehydrogenase, FAD-containing subunit 42737 0,1 
Fimbrial protein  16364 0,3 
Transcriptional regulator RhlR  25671 0,2 
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX  47298 0,1 
Putative Orn/Arg/Lys decarboxylase  82994 0,1 
Type III export apparatus protein pscB 15415 0,3 
Formamidopyrimidine-DNA glycosylase  30236 0,1 
Translocator outer membrane protein PopD  31332 0,1 
RNA polymerase sigma factor rpoD 69648 0,1 
Putative uncharacterized protein 19057 0,2 
Putative exonuclease, RdgC 35809 0,1 
Putative SH3 domain protein 24156 0,2 
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Probable thioredoxin 17029 0,3 
Putative uncharacterized protein  26250 0,2 
Putative peroxidase  32472 0,1 
Acyl-homoserine-lactone synthase  22821 0,2 
Putative cytoplasmic membrane protein  29001 0,2 
Chaperone protein htpG  71624 0,1 
Shikimate kinase  19367 0,2 
Cell division protein zipA homolog  32243 0,1 
Putative membrane protein  78058 0,1 
Putative two-component sensor  79792 0,1 
Arginyl-tRNA synthetase  65600 0,1 
Replicative DNA helicase  51605 0,1 
Putative sodium/alanine symporter  51693 0,1 
O-antigen chain length regulator  37276 0,1 
Aspartate aminotransferase  43436 0,1 
Putative zinc protease  51963 0,1 
Putative uncharacterized protein  23773 0,2 
Nucleoside diphosphate kinase  15630 0,3 
   
 
Les fractions partiellement purifiées d’ATPase PscN ont été analysées par spectrométrie de 
masse dans le cadre d’une collaboration avec Alexandra Kraut et Yohann Couté du 
Laboratoire Edyp du CEA de Grenoble. La masse des protéines détectées ainsi que leur 
abondance relative dans l’échantillon, calculée en fonction de l’index d’abondance calculé 
selon MASCOT, sont indiqués. Les protéines surlignées en jaune appartiennent au SST3. 
Celles surlignées en bleu sont des contaminants biotinylés tandis que celles surlignées en vert 
sont impliquées dans le métabolisme de la pyoverdine. Enfin, les chaperonnes ou protéases 
contaminantes, ayant probablement une activité ATPase, sont surlignées en rose. 
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 Annexe 2 : Article sur l’activité de formation des pores dans des 
liposomes 
 
« Pore formation by T3SS translocators: liposome leakage assay », Faudry E., Perdu C., 
Attree I., Methods in Molecular Biology (2012) 966:173-85 
 
 
Résumé de l’article : 
Le Système de Sécrétion de Type III (SST3) est utilisé par de nombreuses bactéries à Gram 
négatif pour injecter des effecteurs dans des cellules cibles. L’un des composants de ce 
système est le translocon, qui forme un pore protéique dans la membrane cytoplasmique de la 
cellule hôte pour permettre le passage des effecteurs. Cet article décrit une méthode 
permettant l’étude des activités de formation de pore par les protéines du translocon. Les 
translocateurs peuvent être purifiés, à partir de leur expression sous forme associée à leur 
chaperonne chez Escherichia coli. Leur capacité à former des pores peut être étudiée in vitro 
par un test de fuite de liposome. Un fluorochrome, la sulforhodamine-B est emprisonné à 
l’intérieur de liposomes. Lorsque des pores sont formés dans le liposome, ce fluorochrome est 
libéré dans le milieu et émet une fluorescence. 
 
Contribution à cet article : 
Ma contribution a été de vérifier la faisabilité du protocole, de participer à la rédaction et de 
réaliser les diagrammes montrant les différentes étapes du protocole. 
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Annexe 3 : Article sur la caractérisation structurale et la 
localisation membranaire de la protéine ExsB du SST3 de P. 
aeruginosa 
 
« Structural characterization and membrane localization of ExsB from the Type III 
Secretion System (T3SS) of Pseudomonas aeruginosa », Izoré T., Perdu C., Job V., 
Attree I., Faudry E., Dessen A., Journal of Molecular Biology (2011) 413(1):236-246  
 
 
Résumé de l’article : 
Parmi son arsenal de facteurs de virulence, la bactérie pathogène opportuniste 
Pseudomonas aeruginosa utilise un Système de Sécrétion de Type III (SST3) pour injecter 
des toxines directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. La protéine ExsB, 
dont le gène est localisé dans l’opéron de régulation du SST3, présente une forte 
homologie de séquence avec YscW, une lipoprotéine de Yersinia spp. de la famille des 
pilotines, impliquée dans la localisation et la stabilisation de l’anneau de la membrane 
externe du SST3. Cet article montre pour la première fois que la protéine ExsB est bien 
exprimée par P. aeruginosa lorsque le SST3 est induit. Elle est de plus associée à la 
membrane externe de la bactérie. La structure de cette petite protéine de 15,6 kDa a été 
résolue par cristallographie aux rayons X. La protéine ExsB arbore un repliement en 
sandwich et présente une région basique qui pourrait participer à l’ancrage 
membranaire. Sa structure est très distincte d’autres pilotines impliquées dans 
l’assemblage des sécrétines, c'est-à-dire dans l’assemblage des anneaux de la membrane 
externe de différents systèmes de sécrétion : SST2, SST3, pili de type IV. 
 
Contribution à cet article :  
Ma contribution a été de caractériser la protéine ExsB in vivo, dans P. aeruginosa, en 
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Annexe 4 : Article en cours de rédaction sur l’étude du rôle de 
ExsB chez P. aeruginosa 
 
« ExsB protein is involved in Pseudomonas aeruginosa virulence and has a pilotin 
function for the T3SS PscC secretin » 
 
 
Résumé de l’article : 
La bactérie pathogène opportuniste Pseudomonas aeruginosa possède un Système de 
Sécrétion de Type III (SST3) lui permettant d’injecter des toxines directement dans le 
cytoplasme de cellules eucaryotes cibles. L’un des composants de ce système est la 
lipoprotéine ExsB, localisée dans la membrane externe de la bactérie. Ce travail consiste à 
étudier le rôle de cette protéine, jusqu’alors inconnu. ExsB pourrait être impliquée dans la 
régulation car son gène est situé dans l’opéron de régulation du SST3, ou bien être un pilotine 
comme son homologue YscW chez Yersinia spp. Nous montrons ici que ExsB est recquise 
pour la virulence complète de P. aeruginosa in vivo. Nous démontrons également que ExsB 
est nécessaire pour une activité optimale du SST3 à la fois in vitro et dans des modèles 
d’infection de cellules eucaryotes. Enfin, nous montrons que ExsB a un rôle dans 
l’assemblage de l’anneau de sécrétine PscC du SST3, révélant le rôle moléculaire de ExsB en 
tant que pilotine. 
 
Contribution à cet article :  
Ma contribution a été d’étudier le rôle de la protéine ExsB in vitro et dans des modèles 
d’infection de cellules eucaryotes, et de rechercher son action de pilotine par son implication 
dans l’assemblage de la sécrétine PscC. J’ai donc effectué toutes les manipulations, avec la 
collaboration de mes collègues, à l’exception des infections de souris et d’HUVEC. J’ai 
également participé à la rédaction de l’article.  
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ExsB protein is involved in Pseudomonas aeruginosa 
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Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen responsible for high morbidity 
infections of cystic fibrosis patients and nosocomial infections. Among its numerous 
virulence factors, a Type III Secretion System (T3SS) injects toxins directly into the host cell 
cytoplasm. ExsB, a small lipoprotein localized in the bacterium outer membrane, is one 
component of this machinery whose function remained unknown. The localization of its gene 
suggested a role in the T3SS regulation while its similarity with YscW from Yersinia spp was 
in favor of a pilotin role. The present work shows that ExsB is necessary for P. aeruginosa 
complete virulence in vivo. Furthermore, the requirement of ExsB for optimal T3SS activity is 
demonstrated both by in vitro assays and models of eukaryotic cell infection. It is also 
established that ExsB has a role in the assembly of the outer membrane secretin ring, 
highlighting the molecular role of ExsB as a pilotin. 
 






Pseudomonas aeruginosa is a gram 
negative bacterium that lives in a variety of 
environments (Green et al. 1974 ; Remold 
et al. 2011) and colonizes diverse hosts, 
from invertebrates to humans (Young 1977 
; Fotedar et al. 1989 ). It is nowadays a real 
health problem, being the third most 
frequent hospital-acquired bacteria behind 
Escherichia coli and Staphylococcus 
aureus in France (Thiolet 2007). 
Moreover, it is the first cause of mortality 
and morbidity for people suffering from 
cystic fibrosis (Govan et al. 1996). As a 
result, it is imperative to find new ways to 
fight against this bacterium, especially as 
multiple antibiotic resistances are 
appearing (Strateva et al. 2009 ; de 
Bentzmann et al. 2011). In this perspective, 
a better understanding of the virulence 
mechanisms of the bacteria is a strategy to 
identify new therapeutical targets and to 
eventually develop new and specific drugs.  
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One major virulence factor of P. 
aeruginosa is the Type III Secretion 
System (T3SS). This system is well 
conserved among bacterial pathogens, such 
as Yersinia pestis, the causative agent of 
plague and Salmonella species or Shigella 
flexneri, responsible for intestinal diseases 
(Coburn et al. 2007). It has been shown 
that the T3SS of P. aeruginosa is 
particularly active during acute infections 
and is associated with poor clinical 
outcomes (Hauser et al. 2002). Indeed, the 
presence of an active T3SS is correlated 
with an increased mortality (Roy-Burman 
et al. 2001). 
The T3SS allows the bacterium to 
inject toxins directly into the host cell 
cytoplasm in order to hijack key cellular 
functions, leading to disruption of actin 
cytoskeleton and to cell death. This 
injection machinery consists of more than 
twenty proteins, assembled in a syringe-
like structure and composed by three 
complexes: the basal body, the needle and 
the translocon (Blocker et al. 1999) . In the 
cytoplasm, a proteic ring makes the 
connection between the basal body and 
other soluble proteins. The basal body 
spans the two bacterial membranes and is 
made of three major proteins: PscD and 
PscJ in the inner membrane, and the 
secretin PscC in the outer membrane. Each 
of these components oligomerizes into 
rings of 12-24 subunits. The needle is 
anchored to the basal body and forms a 80 
nm long narrow channel that protrudes 
from the bacterial surface. It is assembled 
by polymerization of the small protein 
PscF. Finally, the translocon, made of the 
tip protein PcrV and the pore proteins 
PopB and PopD, forms a pore at the 
extremity of the needle, into the eukaryotic 
membrane.  
The presence of the secretin ring in 
the outer membrane is essential for the 
T3SS activity. Proteins belonging to the 
secretin family are found in several 
transport systems, such as the Type II 
Secretion System or the Type IV pili. They 
assemble in two stacked oligomeric rings 
of 12-14 subunits, with a central pore of 5 
nm, that were observed by electron 
microscopy (Koster et al. 1997 ; Burghout 
et al. 2004). The Type III secretin 
oligomers are very stable, heat and SDS-
resistant, and have a high molecular weight 
of about 985 kDa in Y. enterocolitica 
(Burghout et al. 2004). The N-terminal 
domains of secretins present low similarity 
and should have a role in specific 
interactions in each system. On the 
opposite, the C-terminal domains are 
largely conserved and are thought to be 
involved in the oligomerization and pore 
formation. However, a small non-
conserved stretch at their C-terminal 
extremity was found, in some studies, to 
interact with small lipoproteins, called 
pilotins (Lario et al. 2005 ; Gu et al. 
2012).Indeed, the secretins often require 
other proteins, in particular pilotins, for a 
correct assembly in the outer membrane 
(Koo et al. 2012). 
 Pilotins share few structural 
similarities but possess some common 
features: they usually are small 
lipoproteins with a high isoelectric point 
(Remans et al. 2010). The characterization 
of some pilotins from different secretion 
systems showed that they are involved in 
the stability, localization and/or 
oligomerization of secretins. For instance, 
the well studied pilotins OutS from the 
T2SS of Erwinia Chrysanthemi and PilW 
from the Type IV pili of Neisseria species 
were shown to be involved in the assembly 
and/or stability of the oligomers of OutD 
and PilQ secretins, respectively, but not in 
their localization (Szeto et al.; Shevchik et 
al. 1998 ; Carbonnelle et al. 2005 ). Some 
T3SS pilotins were also characterized. The 
case of S. flexneri is controversal as two 
lipoproteins participate in secretin 
oligomerization and stabilization (Schuch 
et al. 2001 ; Derrick 2008; Okon et al. 
2008 ). In S. typhimurium and Y. 
enterocolitica, the deletions of the 
lipoproteins InvH and YscW, respectively, 
lead to a decreased quantity of secretin 
oligomers InvG and YscC, respectively, 
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and a mislocalization in the inner 
membrane instead of the outer membrane 
(Crago et al. 1998 ; Burghout et al. 2004). 
Moreover, a phenotypic analysis of 
Yersinia and Salmonella strains lacking the 
YscW or InvH pilotin revealed a drastic 
decrease in protein secretion as well as in 
apoptosis of infected cells (Allaoui et al. 
1995 ; Lodge et al. 1995 ; Watson et al. 
1995 ; Bi et al. 2009 ; Pati et al. 2013). 
The ExsB protein from 
Pseudomonas aeruginosa displays 26.2% 
of sequence similarity with the YscW 
pilotin and is also predicted to be a 
lipoprotein with a low molecular weight of 
15.6kDa and a high isoelectric point of 
9.43 (Allaoui et al. 1995). The structure of 
this protein was recently characterized and 
revealed a new fold, being composed of 
seven β-strands and an α-helix and also 
presenting two charged zones that could be 
involved in the interaction with lipids and 
other proteins (Izore et al. 2011). While the 
protein is localized in the bacterial outer 
membrane, the role of ExsB in P. 
aeruginosa is not known. It could be a 
pilotin, as suggested for its counterpart in 
Yersinia and from its general 
characteristics. On the other hand, ExsB 
could participate in a regulatory pathway. 
Indeed, its gene is localized in the T3SS 
regulation operon, just upstream from the 
main transcriptional activator of the 
system.  
 The aim of this study is to get 
insights into the role of ExsB in P. 
aeruginosa. In that perspective, a 
comparative study of the phenotypes of a 
mutant strain lacking exsB gene, the 
corresponding complemented strain and 
the wild type strain was carried out. In vivo 
and in vitro analysis showed the 
requirement of ExsB for complete 
virulence of P. aeruginosa and for optimal 
T3SS activity. Moreover, the investigation 
of the molecular role of ExsB revealed its 
involvement in the assembly of the secretin 





Effects of ExsB deletion on the 
regulation operon 
A strain lacking exsB gene (exsB) and a 
strain harbouring its chromosomic 
complementation (exsB/exsB) were 
constructed in order to study the molecular 
role of ExsB in T3SS activity. The 
complementation was carried out by 
inserting in the chromosome a copy of the 
gene under the control of its original pC 
promoter, because the use of a plasmid for 
complementation lead to a strong 
overexpression of ExsB and to important 
growth defects. Noteworthy, exsB gene is 
located in the regulation operon, just 
upstream from the gene of ExsA, the main 
T3SS activator (Fig. 1a). Thus, the effect 
of exsB deletion on the level of exsA 
expression was assessed by detecting ExsA 
in the bacteria extracts by western blot. An 
overexpression of this protein is observed 
both in the mutant and complemented 
strains (Fig. 1b, left panel). This means 
that the deletion of exsB generates a polar 
effect on exsA expression. We considered 
that the overexpression of ExsA could 
mask phenotypic differences between the 
wild type and the mutant strains. For that 
reason, a plasmid was used to moderately 
overexpress ExsA, in order to restore 
similar levels of expression of this T3SS 
activator in all the strains (Fig. 1b, right 
panel). This allowed a more accurate study 
of the phenotype due to exsB deletion. 
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Figure 1: exsB deletion has a polar effect on the T3SS regulation operon 
a) Genetic organization of T3SS regulation operon and downstream genes in the wild type strain (at the top) and in the mutant 
strain lacking exsB gene (at the bottom) 
b) Expression of the T3SS transcriptional activator ExsA revealed by western blot in the different strains : wild type (wt) ; mutant 
lacking exsB (exsB) ; complemented (exsB/exsB) ; wild type, mutant lacking exsB and complemented strains overexpressing 
the ExsA (wt+exsA, exsB+exsA, exsB/exsB+exsA). RpoA is the cytoplasmic RNA polymerase A that is used as a loading 
control. 
 
Deletion of exsB reduces P. aeruginosa 
virulence during mice infection 
For in vivo studies, mice were infected by 
inhalation of the different P. aeruginosa 
strains to induce acute pneumonia. The 
analysis of the survival curves shows a 
delayed death for mice infected by P. 
aeruginosa lacking exsB (Fig. 2). Indeed, 
the mean survival times for animals 
infected by wild type or complemented 
strains are 17.1 and 19.4 hours, 
respectively, while this time increases to 
26.9 hours for mice infected by the mutant 
strain lacking exsB. This difference is 
statistically significant (p-value < 0.01 
with the LogRank test). Therefore, this in 
vivo experiment shows that ExsB has a 
significant role in P. aeruginosa virulence 
during acute infection. 
 
Figure 2: Effects of exsB deletion in virulence during 
mice pneumonia model 
Survival curves of mice infected by wild type (wt), mutant 
lacking exsB (exsB) and complemented (exsB/exsB) 
strains of P. aeruginosa. Mice were infected with 2x106 
bacteria and survival monitored every two hours. 
 
in vitro secretion of T3SS proteins 
decreases in the absence of exsB  
Given its genetic localization in the T3SS 
locus, ExsB could be involved in T3SS 
activity. This would explain the 
observations made in mice infections. 
Therefore, T3SS activity was checked in 
vitro by analyzing the expression and 
secretion of two T3SS substrates, PopB 
and PcrV, by immunoblotting. Lower 
amounts of these proteins were found in 
the supernatant of the mutant strain lacking 
exsB while these proteins accumulated 
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inside the bacteria cytoplasm (Fig. 3). In 
this experiment, exsA was moderately 
plasmid-overexpressed in order to restore 
identical T3SS activation in all strains (see 
above). In the absence of exsA plasmid, the 
reduction of secretion by exsB strain is 
also observed but the complemented strain 
exsB/exsB exhibits higher secretion than 
the wt strain, due to the overexpression of 
exsA in this strain (data not shown). In 
conclusion, the absence of exsB did not 
lead to a defective protein biosynthesis but 
only to a decreased secretion in vitro. 
 
 
Figure 3: T3SS activity in vitro is impaired in the 
absence of ExsB 
In vitro expression and secretion of two T3SS proteins: 
PopB and PcrV, visualized by western blot. The strains 
assessed are the wild type, mutant lacking exsB and 
complemented strains. All these strains moderalty 
overexpress the T3SS activator ExsA to the same level. 
 
ExsB is required for T3SS optimal 
activity towards eukaryotic cells 
In order to assess the role of ExsB in T3SS 
activity towards eukaryotic cells, a 
cytotoxicity assay on Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells (HUVEC) was 
employed. Indeed, the use of a primary 
culture of HUVEC is appropriate as it 
mimics real conditions of infection. This 
assay relies on the disruption of actin 
cytoskeleton by T3SS toxins, leading to 
cellular retraction. The decrease in cellular 
surface is therefore the indicator of 
cytotoxicity. In this experiment, the 
cytotoxicity caused by the mutant strain 
exsB was about 40% lower than those 
caused by the wild type and complemented 
strains (Fig. 4a).  
A cytotoxicity assay on J774 mice 
macrophages confirmed these results. The 
measurement of intracellular Lactate 
DesHydrogenase (LDH) release by 
infected cells, known to be correlated to 
T3SS activity, showed a low decrease in 
the cytotoxicity caused by the mutant 
exsB, in comparison with the wild type 
and complemented strains. As this assay is 
very sensitive, the effect of exsB deletion 
was more visible for the strains 
overexpressing exsA (supplementary figure 
1). 
As the decrease in cytotoxicity observed in 
the absence of exsB suggests a decrease in 
the amount of effectors translocated into 
the host ell cytoplasm, the injection of a 
chimeric toxin, ExoS--lactamase, was 
assessed in the presence or absence of 
ExsB. In this assay a fluorescent reporter 
molecule (CCF2) emits a green 
fluorescence in the cells when no chimeric 
toxin is injected. Upon injection, cleavage 
of the fluorescent probe by the -lactamase 
results in blue fluorescence of the cells 
(Verove et al. 2012). 
Analysis of cell fluorescence showed a 
decrease in the mean blue fluorescence of 
BJAB cells infected by the mutant strain 
lacking exsB, in comparison with the wild 
type and complemented strains (Fig. 4b). 
This observation indicated that there is a 
decrease of injection of the chimeric toxin 
when exsB is deleted. This result was 
confirmed by the infection of another cell 
line, A549 cells, by the same strains (data 
not shown).  
This diminution of toxin injection in the 
absence of ExsB is not due to an 
uncontrolled secretion and a leakage in the 
extracellular medium. Indeed, after 
infection of eukaryote cells by the different 
strains producing the chimeric toxin ExoS-
-lactamase, nearly no –lactamase 
activity could be detected in the 
extracellular medium (data not shown). 
This means that the injection is polarized 
for all the strains, expressing or not ExsB. 
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Figure 4: exsB deletion reduces T3SS activity towards 
eukaryotic hosts 
a) Cytotoxicity assay on Human Umbilical Vein Endothelial 
Cells. The percentage of cellular retraction was measured 
after 3 hours of infection by the wild type (wt), mutant 
(exsB) and complemented (exsB/exsB) strains  
b) Injection of the chimeric toxin ExoS--lactamase into the 
host cell cytoplasm, revealed by the fluorescence of the 
CCF2 fluorescent probe 
 
Taken together, these experiments revealed 
that exsB gene deletion leads to a decrease 
in the secretion of T3SS substrates but not 
in a default of translocation. This decrease 
could be explained by an incorrect 
assembly of the T3SS. 
 
The number of T3SS needles decreases 
in the absence of ExsB 
To assess the assembly of the T3SS in the 
bacteria, transmission electron microscopy 
pictures of individual bacteria from each 
strain, exsB and exsB/exsB, were taken 
to count T3SS needles (Fig. 5a). Analysis 
of 60 pictures for each strain revealed that 
in the absence of ExsB, a significant 
decrease in the number of T3SS needles 
was observed, both at the bacterial surface 
and in the extracellular medium (Fig. 5b 
and c). It is known that manipulation of 
concentrated bacteria suspensions results 
in breakage and detachment of surface 
exposed T3SS (Pastor et al. 2005). The 
diminution of T3SS needles in the exsB 
mutant shows that ExsB enhances T3SS 
assembly. 
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Figure 5 : Involvement of ExsB in T3SS needle assembly 
a) Pictures of P. aeruginosa bacteria exhibiting a T3SS needle observed by transmission electronic microcopy (TEM) with 
negative staining. The needles are indicated by a red circle and the flagellum is pointed by a black arrow. 
b) Number of T3SS needles counted for each P. aeruginosa strain 
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ExsB participates in the oligomerization 
and outer membrane targeting of the 
secretin PscC 
ExsB could be a pilotin for the PscC 
secretin, as suggested for its homolog in Y. 
enterocolitica. In this case, it should 
participate to the stability, localization and 
oligomerization of the secretin. No effect 
of exsB deletion was observed on PscC 
stability (data not shown). However, the 
localization of the secretin oligomers in 
strains expressing or not exsB were studied 
by analyzing the inner and outer 
membranes separated according to their 
density on a sucrose gradient (Fig. 6).  
 
Figure 6: exsB deletion leads to a reduction of the 
T3SS secretin PscC in the outer membrane 
Inner and outer membranes of wild type (wt), mutant 
lacking exsB (exsB) and complemented (exsB/exsB) 
strains overexpressing the activator exsA were separated 
according to their density, on a sucrose gradient. The 
separated fractions were analyzed by immunoblot. Marker 
proteins identify inner and outer membrane fractions. The 
XcpY protein is an inner membrane component of the 
T2SS, and the OprI-F porins are outer membrane proteins. 
Moreover, NADH activity is a marker of inner membranes.  
 
The amount of the PscC secretin in the 
mutant strain was notably lower than in the 
wild type and complemented strains. 
Moreover, the secretin mainly mislocalized 
in the inner membrane. These results show 
that ExsB participates in the 
assembly/targeting of secretin oligomers 
into the outer membrane, showing that 









In this study, a variety of assays 
ranging from animal model of infection to 
molecular microbiology, highlights the role 
of ExsB in T3SS assembly and as a 
consequence in the T3SS-dependent 
virulence.  
Deletion of exsB resulted in a 
disturbance of the regulation operon and an 
overexpression of the T3SS activator 
ExsA, in both mutant and complemented 
strains. This polar effect is probably due to 
an increase in the stability of the mRNA of 
the entire regulation operon. In some 
experiments, the phenotypic difference 
between the wild type and mutant strain 
lacking exsB was very small because ExsA 
overexpression masked the T3SS defect 
induced by exsB deletion. In those cases, 
the observation was confirmed by using a 
plasmid restoring similar level of 
expression of ExsA in all strains analysed. 
In addition, the effect of ExsB deletion on 
eukaryotic cells was detectable only when 
cells were infected at the low MOI of 1. 
Indeed, the use of an excessive amount of 
bacteria in comparison with the cells (MOI 
10) can completely mask small differences 
between strains, as already shown in some 
infection models (Sun et al. 2012). Of note, 
the effect on cytotoxicity of the deletion of 
ExsB counterpart in Yersinia could be 
detected at the high MOI of 20 (Bi et al. 
2009).  
Nevertheless, in vivo infection of 
mice by inhalation demonstrated that ExsB 
has an important role in P. aeruginosa 
virulence. A significant delay in animal 
mortality was observed in the absence of 
ExsB. Furthermore, in vitro 
characterization of T3SS activity showed a 
decrease in the secretion of T3SS 
substrates in the strain deleted of exsB gene 
and a decrease in the injection of toxins 
inside host cytoplasm. Indeed, examination 
of the PscC pilotin status in the exsB 
strain indicated that the diminution of 
T3SS activity following exsB deletion is 
related to ExsB “pilotin” role towards the 
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secretin PscC. Actually, membrane 
separation on sucrose gradient showed that 
the amount of oligomers in the outer 
membrane is considerably reduced in the 
absence of ExsB. Moreover, ExsB activity 
towards the secretin is similar to the one of 
its counterpart in Y. enterocolitica, where 
the pilotin promotes localization, 
oligomerization and stabilization of the 
secretin (Table 1). On the contrary, T3SS 
pilotins from S. flexneri or S. typhimurium 
seem to belong to another family as they 
have a role only on the localization or on 
the stabilization of their secretin 
respectively, as described in Table 1. 






of the secretin 
in the inner 
membrane 
References 
Salmonella spp. InvH InvG no yes 
Daefler S. et Russel M., 1998 ; Crago 
AM, et Koronakis V., 1998 
Shigella flexneri MxiM MxiD yes no Schuch R. et Maurelli AT., 2001 
Yersinia spp YscW YscC yes yes* Burghout P. et al., 2004 
P. aeruginosa ExsB PscC yes yes* This work 
Table 1 : Pilotins roles towards their secretin in diverse bacterial T3SS, in comparison with ExsB.  
* by sucrose gradient.  
 
The Lol system could be involved 
in driving ExsB, in complex with the PscC 
secretin, to the outer membrane, as it was 
already suggested for the pilotin from S. 
flexneri (Derrick 2008). This hypothesis is 
supported by the fact that PscC levels are 
considerably affected by LolB depletion 
(Hoang et al. 2011). It also implies a 
transient interaction between ExsB and the 
PscC secretin. 
In agreement with this hypothesis, 
we were not able to detect any interaction 
between ExsB and PscC despite several 
attempts of Far-western overlay, pull-down 
and immunoprecipitation, with or without 
prior cross-linking, followed by 
immunoblot or Mass Spectrometry 
analysis (data not shown). Similar 
difficulties in detecting the interaction 
between other pilotin-secretin proteins 
were also reported in other T3SS. Indeed, 
the use of a crosslinker was essential to 
identify this interaction in Shigella and 
Salmonella species (Daefler et al. 1998 ; 
Lario et al. 2005 ; Derrick 2008; Okon et 
al. 2008 ). In Yersinia spp., the two 
proteins did not co-purify (Burghout et al. 
2004). However, the authors showed that 
the effect of the pilotin on the secretin was 
direct by using Yersinia strains lacking all 
the other T3SS genes (Burghout et al. 
2004).  
Moreover, a small amount of 
secretin oligomers is found in the outer 
membrane of P. aeruginosa and its T3SS 
is still partially active in the absence of 
ExsB. This suggests that another T3SS 
protein could participate in PscC assembly. 
One good candidate is the PscJ lipoprotein, 
as its homolog MxiJ in S. flexneri T3SS 
(Schuch et al. 2001) shares with MxiM the 
role of pilotin. Actually, ExsB could be 
just one of the two actors sharing the role 
of pilotin for the PscC secretin. To confirm 
this hypothesis of two-player pilotins, a 
mutant P. aeruginosa strain lacking pscJ 
should be constructed and its phenotype 
should be analyzed regarding T3SS 
activity and PscC assembly. 
Besides the investigation of the role 
of PscJ, another perspectives could be the 
study of the domains involved in the 
interaction between the ExsB pilotin and 
the secretin. For instance, the C-terminal 
domain of the secretin could harbor the 
interaction site for the pilotin, as for the 
T2SS of D. dadanti and K. oxytoca or for 
the T3SS of S. flexneri (Daefler et al. 1997 
; Lario et al. 2005 ; Okon et al. 2008; Gu et 
al. 2012 ). It can also cause the secretin to 
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be dependent on the pilotin for its 
assembly in the outer membrane, as it was 
shown in the T2SS of K. Oxytoca or the 




MATERIALS & METHODS 
 
Bacterial strains, plasmids, and growth 
conditions 
The bacterial strains, plasmids and 
oligonucleotids used in this study are 




Name Sequence Use 
Delta_exsB_1 5' CCCGGGGATGTGCTGGGCGAGGGG 
SOE PCR to delete the gene coding 
for ExsB
 
Delta_exsB_2 5' GGCAATGTATCACATCCAGCACCTCACCTGCG 
Delta_exsB_3 5' GTGCTGGATGTGATACATTGCCTGCTGTTTCGGA 
Delta_exsB_4 CCCGGGCCGAAGCGCTGGACGAAGC 
ExsB_Hind AAGCTTTCAATCGTTGCCAGATCTTTC 
Addition of HindIII restriction site at 
the C-terminus extremity of exsB 
Xba_RBS_ExsB 5' TCTAGAACGCCGCTGGAGGC 
Addition of XbaI restriction site 
upstream of exsB RBS
 
Table 1 : Oligonucleotides used in this study. Restriction sites are underlined. 
 
 Plasmids used 





Plasmid derived from pUC18, with the pcrGVHpopBD and 
exsCEBA operons from CHA strain cloned in EcoRI 
Amp/Cb 
(Dacheux et al., 
2001) 
pIApC 
Plasmid derived from pUCP20, used for protein expression under 
the control of the promoter pC from the exsCEBA operon 
Amp/Cb 
(Dacheux et al., 
2001) 
pS GFP 
Plasmid used for GFP expression under the control of the 





Plasmid used for expression of ExoS toxin in fusion with -
lactamase, under the control of its promoter pS 
Amp/Cb (Verove et al., 2012) 
pDD2 
Plasmid derived from pUCP20 for a constitutive overexpression 
of the T3SS activator ExsA 
Amp/Cb (Dacheux et al, 1999) 
miniCTX 
Plasmid allowing chromosomal integration at the attachment site 
attB from P. aeruginosa 
Tc (Hoang et al., 2000) 
pTOPO Plasmid for blunt-end cloning of PCR products Km Invitrogen 
pEX100T 
Plasmid coding for levan saccharase, used for chromosomal 
integration by homologous recombination in P. aeruginosa 
Gm 
 (Schweizer and 
Hoang, 1995) 
pRK2013 
« helper » plasmid used to allow conjugation of a plasmid in P. 
aeruginosa 
Km (Ditta et al., 1980) 
pFLp2 
Plasmide coding for levan saccharase and for FLP recombinase 
allowing excision of DNA sequences included between the target 
sites of this enzyme (i.e. from miniCTX) 
Amp/Cb (Hoang et al., 1998) 
pTOPO 
exsB 
Plasmid obtained by SOE PCR from pIA60 with Delta_exsB_1, 2, 
3, 4 oligonucleotides, used for cloning in E. coli a fragment of the 
operon exsCEBA lacking exsB,  
Km This work 
pEX100T 
exsB 
Plasmid obtained by digestion of pEX100T and pTOPO exsB 
with SmaI and EcoRI restriction enzymes, used for the deletion of 
exsB in P. aeruginosa chromosome. 
Amp/Cb This work 
pTOPO 
RBS exsB 
Plasmid obtained by amplification of RBS exsB with the 
oligonucléotides Xba_RBS_exsB et exsB_Hind from pIA60, used 
for cloning RBS exsB in E. coli 
Km This work 
pIApC RBS 
exsB 
Plasmid obtained by digestion of pIApC and pTOPO RBS exsB 
digested with NdeI and HindIII restriction enzymes, used for ExsB 
expression in P. aeruginosa under the control of its RBS and 
promoter pC  
Amp/Cb This work 
miniCTX pC 
RBS exsB 
Plasmid obtained by digestion of mini CTX and pTOPO RBS 
exsB, used for chromosomal expression of ExsB in P. aeruginosa 
under the control of its RBS and promoter pC  
Tc This work 
Table 2 : Plasmids used in this study : Construction,  characteristics, and conferred antibiotic resistance (Amp/Cb : 
ampicilline for E. coli and carbenicilline for P. aeruginosa, Km : kanamycine, Tc : tetracycline) 
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The exsB depletion mutant, CHA exsB 
was constructed in several steps. First, the 
Slice Overlapping Extension (SOE) 
technique was used to amplify the DNA 
sequence without exsB, that is to say the 
flanking regions of exsB. This DNA 
fragment was then cloned into the 
pEX100T vector with the help of the 
restriction site EcoRI and the plasmid was 
transformed in Escherichia coli TOP 10 
competent cells (Invitrogen). A triparental 
conjugation involving E. coli TOP10 
pEX100T exsB, E. coli pRK2013 and 
Pseudomonas aeruginosa CHA was 
realized to transfer the construct into P. 
aeruginosa CHA strain. The deletion 
mutant was selected on Pseudomonas 
Isolation Agar (PIA) plates containing 5% 
sucrose. 
For the chromosomic complementation of 
this mutant, exsB gene with its own RBS 
was amplified and inserted into the pIApC 
plasmid using the restriction sites XbaI and 
HindIII. The DNA fragment containing 
exsB downstream from its RBS and 
promoter pC was then extracted and cloned 
into the miniCTX vector. Finally, the 
complemented strain CHA exsB/exsB 
was obtained after transfer of the construct 
into the mutant strain CHA exsB and 
selection on media containing 5% sucrose. 
The strains CHA pexoS-bla, CHA exsB 
pexoS-bla, and CHA exsB/exsB pexoS-
bla were made by transformation of the 
pexoS-bla plasmid into P. aeruginosa 
strains and selection on PIA plates 
containing 500mg/L of carbenicilline. The 
strains CHA pDD2, CHA exsB pDD2, 
and CHA exsB/exsB pDD2 were obtained 
with the same method. 
Bacterial cultures were grown in Luria-
Bertani (LB) broth at 37°C and 300 rpm. 
The antibiotic was added at the appropriate 
concentration: 300mg/L for carbenicillin, 
25 mg/L for kanamycin and 10 mg/L for 
tetracycline. 
For T3SS induction in P. aeruginosa 
strains, the culture medium was depleted in 
calcium with 5 mM EGTA and 20 mM 
MgCl2. Bacterial cultures of strains 
carrying pDD2 plasmid do not require 
T3SS induction. 
Bacterial suspension was always used at an 
optical density (OD600) of 1, which 
corresponds to the exponential growth 
phase. 
 
In vitro expression and secretion test 
The test was performed for P. aeruginosa 
strains overexpressing the activator ExsA. 
After induction of T3SS, 1 mL of bacterial 
suspension was centrifuged at 13 000g for 
6 min. The supernatant and the cell extract 
concentrated 10 times were analysed by 
western blot.  
 
Electrophoresis and western blot 
Proteins were separated by SDS-PAGE, 
using 15% acrylamide gels, and transferred 
onto nitrocellulose membranes. For the 
analysis of secretin oligomers, 8% 
acrylamide gels were used, and the 
proteins were transferred on PVDF 
membranes. The membranes were 
saturated in non fat milk 5% and incubated 
with primary antibodies raised against 
PopB (Goure et al. 2004), ExsB (Izore et 
al. 2011), PcrV (Goure et al. 2005), PscC 
(given by Viviana Job), XcpY (kind gift of 
R. Voulhoux), RpoA (NeoClone), and 
OprI-F (given by H. E. Gilleland). 
Secondary horseradish-peroxidase-
associated antibodies were then added, and 







For each P. aeruginosa strain, ten BALB/C 
mice (males weighting 20g, from Harlan 
breeding) were infected by inhalation of 
2x10
6
 bacteria in order to induce 
pneumopathy. The survival was followed 
every 2 hours. For the statistical analysis, 
Kaplan Meyer curves were established and 
the Log Rank test was applied. 
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Cytotoxicity assay 
J774 cells were cultured at 37°C, 5% CO2 
in DMEM medium containing 10% of fetal 
bovine serum. The cytotoxicity assay was 
performed with 0.2 x 10
6
 cells/well. P. 
aeruginosa at an OD600 of 1 were used to 
infect the cells at a multiplicity of infection 
(MOI) of 1. The lactate deshydrogenase 
present in the supernatant after 1, 2 and 3 
hours of infection was quantified with the 
cytotoxicity detection kit (LDH) from 
Roche. 
HUVEC were isolated from human 
umbilical cord and cultured at 37°C, 5% 
CO2 in EBM2 medium containing 10% of 
fetal bovine serum. The infection was set 
up at a MOI of 1 by P. aeruginosa strains 
at an OD600 of 1. Cells were fixated with 
cold methanol 3 hours post infection. They 
were then labeled with a -actin antibody 
coupled with a fluorescent secondary 
antibody, in order to visualize the entire 
cellular body. For each condition, the 
percentage of retracted cells was analyzed 
by measuring on three distinct pictures the 
cell surface with the ImageJ software. 
 
Injection of chimeric toxin 
The injection of the chimeric toxin ExoS-
-lactamase was assayed as described by 
Verove et al. (2011). BJAB cells and A549 
cells were grown at 37°C, 5% CO2 in 
RPMI medium containing 10% of fetal 
bovine serum. After 3 hours of infection by 
P. aeruginosa strains producing the 
chimeric toxin, BJAB cells were incubated 
with 1mM CCF2/AM (Invitrogen) during 
30 min and their fluorescence was then 
analyzed by flow cytometry (FACS 
MoFlo). The CCF2/AM emits a green 
fluorescence but its cleavage by the β-
lactamase domain of the chimeric toxin 
leads to the formation of a product emitting 
a blue fluorescence. For the infected A549 
cells, the fluorescence was followed with 
an automated fluorimeter during the 2 
hours of incubation in 2mM CCF2/AM.  
 
Counting of T3SS needles on bacteria 
surface 
After induction of the T3SS, 500µL of P. 
aeruginosa suspension was collected and 
centrifuged at 13000g for 5 minutes at 4°C. 
Bacteria were concentrated 10 times in 
PBS. 3µL of this suspension was dropped 
onto copper grids 200, carbon and formvar 
coated and glow discharged. After 3 
washes with filtered water, a negative 
staining was accomplished by incubation 
with 1% uranyl acetate for 1 minute. The 
samples were observed by electronic 
microscopy, with a FEI Tecnai 12 at a 
magnification of 23000. The T3SS were 
identified by their size, with a diameter of 
about 6.5 nm and a length of 70nm and a 
visible tip complex at one end. The number 
of needles present at the surface of the 
bacteria as well as the detached needles 
was determined on 60 pictures for the 
strain lacking exsB and 60 pictures for the 
complemented strain. 
 
Inner and outer membrane separation 
Membrane separation was achieved on the 
three P. aeruginosa strains overexpressing 
the T3SS activator ExsA. A sucrose 
gradient was used to separate the 
membranes according to their density, as 
described by (Viarre et al. 2009). The main 
steps of this procedure are the following. 
First, total membranes from 500 mL 
culture were prepared in 500µL of a buffer 
containing 8 mM Tris–HCl at pH 7.4, 20% 
sucrose (wt/wt), 4 mM 
ethylenediaminetetraacetic acid and 
protease inhibitor cocktail complete 
(Roche). They were then loaded on a 35–
55% sucrose gradient and submitted to 72 
hours of ultracentrifugation at 190 000g. 
Finally, 15 fractions of 750 µL were 
collected and analyzed by SDS-PAGE and 
Western blotting. All the samples were 
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Supplementary figure 1 : Cytotoxicity assay on J774 
mice macrophages. The percentage of intracellular 
lactate deshydrogenase (LDH) by the infected cells was 
measured 1, 2 and 3 hours post infection. The cytotoxicity 
assay was first realized with the wild type (wt), mutant 
lacking exsB (exsB) and complemented (exsB/exsB) 
strains of P. aeruginosa, as shown in the graph on the top 
and at the right. In these conditions, no difference was 
observed between all the strains. The assay was then 
realized with P. aeruginosa strains overexpressing T3SS 
activator ExsA. The stars represent a significative 
difference of cytotoxicity caused by exsB+exsA 
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Etude de deux protéines du Système de Sécrétion de Type III de 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa, une bactérie à Gram négatif responsable d’infections 
nosocomiales, possède de nombreux facteurs de virulence lui permettant d’infecter ses hôtes. 
En particulier, le Système de Sécrétion de Type III (SST3) lui permet d’injecter des effecteurs 
directement dans le cytoplasme de la cellule cible eucaryote. Durant cette thèse, deux 
protéines du SST3 de P. aeruginosa ont été étudiées : l’ATPase PscN et la protéine ExsB. 
Plusieurs approches ont été utilisées afin d’étudier l’ATPase PscN, indispensable à 
l’activité du SST3. Des mutations ponctuelles réalisées dans PscN conduisent à des souches 
de P. aeruginosa non cytotoxiques, et cet effet est dominant négatif. Une autre approche a 
permis l’obtention de fractions partiellement purifiées de l’ATPase PscN active, sous forme 
de grands complexes visualisés en microscopie électronique. Ces fractions contiennent 
également d’autres protéines du SST3, qui pourraient être des partenaires de PscN. 
La protéine ExsB a été caractérisée pour la première fois. Après avoir vérifié son 
expression chez P. aeruginosa, son association à la membrane externe de la bactérie a été 
démontrée. Son rôle a ensuite été étudié par une analyse du phénotype d’une souche de P. 
aeruginosa dépourvue du gène exsB. Nous n’avons pas identifié d’activité de ExsB dans la 
régulation du SST3. Après avoir constaté l’implication de ExsB dans la virulence de la 
bactérie dans des modèles d’infections aiguës chez les animaux, son rôle dans l’activité du 
SST3 a été établi. Nous avons enfin pu montrer que ExsB a une activité de pilotine, car elle 
participe à l’assemblage de la sécrétine, le composant de la membrane externe du SST3.  




Study of two proteins of Pseudomonas aeruginosa Type III 
Secretion System 
Pseudomonas aeruginosa, a Gram negative bacterium responsible for nosocomial 
infections, exhibits numerous virulence factors to infect its hosts. In particular, the Type III 
Secretion System (T3SS) allows the injection of effectors directly into the host cell 
cytoplasm. This work focuses on the study of two proteins from the T3SS of P. aeruginosa: 
the ATPase PscN and the ExsB protein. 
Several approaches were used to study the ATPase PscN, an enzyme essential for 
T3SS activity. Site-directed mutations, made on PscN, lead to non cytotoxic strains, and this 
effect is dominant negative. Another approach allowed the partial purification of active PscN, 
visualized as large complexes by electron microscopy. These partially purified samples also 
contain other T3SS proteins, which could interact with PscN. 
The ExsB protein was characterized for the first time. After checking its expression in  
P. aeruginosa, its association with the outer membrane was shown. The phenotypic analysis 
of a strain lacking exsB gene gave insights into the role of this protein. We did not identified 
any function of ExsB in the T3SS regulation. After showing the involvement of ExsB in the 
bacterial virulence during acute animal infections, ExsB role in T3SS activity was established. 
Finally, we showed that ExsB has a pilotin activity as it participates in the assembly of the 
secretin, the outer membrane component of T3SS.   
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